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1. Zusammenfassung 
Die Synthetische Biologie benötigt Strategien, die effizientes Genetic Engineering erlauben. Eine 
grundlegende Voraussetzung hierzu ist die Etablierung von Techniken zur spezifischen DNA-
Modifikation im Umfang einzelner Nukleotide bis hin zu ganzen Chromosomen. Während für 
Modellorganismen der Synthetischen Mikrobiologie ein großes Repertoire leistungsfähiger Werkzeuge 
zur Verfügung steht, war das Methodenspektrum zur genetischen Veränderung von Rhizobien aus der 
Klasse der Alphaproteobakterien lange Zeit eingeschränkt.  
In symbiotischen Lebensgemeinschaften mit Leguminosen besitzt Sinorhizobium meliloti die Fähigkeit, 
atmosphärischen Stickstoff zu biogenen Stickstoffverbindungen zu assimilieren, wodurch dem α-
Rhizobium insbesondere landwirtschaftliche Relevanz zukommt. Aufgrund seiner besonderen 
Genomarchitektur, die neben einem Chromosom ein weiteres Chromid (pSymB) und Megaplasmid 
(pSymA) aufweist, ist S. meliloti außerdem ein Modellorganismus zur Erforschung mehrteiliger Genome 
in Bakterien. pSymA und pSymB, die ~45% der genomischen DNA tragen, besitzen repABC-basierte 
Replikationsursprünge, welche die Integration dieser extra-chromosomalen Replikons in den Zellzyklus 
vermitteln.  
Die repABC-Region wurde in dieser Arbeit als funktionelle Einheit identifiziert, die Chromosomen-
ähnliche Eigenschaften wie eine stabile Vererbung und einfache Kopienzahl vermittelt. Auf Basis 
heterologer repABC-Kassetten verschiedener α-Rhizobien konnte außerdem ein Shuttle-Vektorsystem 
etabliert werden. Ein modulares und standardisiertes Assemblierungssystem ermöglichte hierbei die in-
vitro Herstellung artifizieller Mini-Replikons. Diese können sowohl als klassische Klonierungsvektoren 
in E. coli, aber auch zur Etablierung mehrteiliger Expressionssysteme in S. meliloti eingesetzt werden. 
Eine neue Genome Editing-Methode sowie verbesserte Cre/lox-basierte Rekombinationsstrategien wurden 
entwickelt und erweitern das Repertoire genetischer Werkzeuge für S. meliloti. Ihre Anwendung konnte 
mittels Deletion und Inversion umfangreicher Genomabschnitte, sowie substantieller Genom-
Umstrukturierungen demonstriert werden. Cre/lox-Anwendungen und eine Methode zur in-vivo 
Klonierung großer DNA-Fragmente ermöglichen neue experimentelle Ansätze, die bei der 
mechanistischen Aufklärung des mehrteiligen Genoms sowie in synthetischen Anwendungen von großem 
Nutzen sind. Die robuste Funktion des Cre/lox-Systems und die weite Verbreitung repABC-basierter 
Replikons innerhalb der α-Rhizobien bergen zudem das Potential, die in dieser Arbeit etablierten 
Methoden auf weitere Vertreter dieser landwirschaftlich und biotechnologisch relevanten Organismen zu 
übertragen.  
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Summary 
Synthetic biology requires strategies, which facilitate efficient genetic engineering. DNA editing in the 
range of single nucleotides up to whole genomes requires appropriate molecular methods. While powerful 
tools are available for prokaryotic model organisms, the repertoire for genetic engineering of rhizobia of 
the class alphaproteobacteria is still limited.  
The α-rhizobium Sinorhizobium meliloti is able to fix atmospheric nitrogen in symbiotic relationships 
with legumes. Therefore it is of high agricultural value. Due to its remarkable genome architecture, which 
besides a main chromosome exhibits a chromid (pSymB) and a megaplasmid (pSymA), S. meliloti 
emerged as model organism for studying multipartite genomes in bacteria. pSymA and pSymB carry 
~45% of the genomic content and are based on repABC-type replication origins, which integrate these 
extra-chromosomal replicons into the cell cycle. The repABC region of pSymA was further identified to 
confer the chromosome-like features as single copy replication and stable inheritance to artificial DNA 
constructs.  
In this work, heterologous repABC cassettes derived from different rhizobial species were used to 
establish a novel shuttle-vector system for S. meliloti. This highly modular and standardized assembly 
system facilitates in-vitro construction of artificial mini replicons. Resulting pABC vectors serve as 
E. coli-compatible cloning vehicels and enable establishment of complex, single-copy expression 
systems. Furthermore, a cloning-free genome editing method and an optimized Cre/lox recombination 
system were developed and expand the genetic toolbox of S. meliloti. Respective engineering approaches 
were demonstrated by substantial genome rearrangements and large scale deletion and inversion systems. 
Cre/lox recombination strategies and an inducible repABC-type replication origin further facilitated in-
vivo cloning, which enables new experimental approaches both in genome biology, as well as for 
synthetic applications. The robust function of Cre/lox and the wide distribution of repABC-based 
replicons among the alphaproteobacteria likely allow an application of the established methods in 
additional organisms to exploit their genetic resources for agricultural and biotechnological purposes.  
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2. Einleitung 
 
2.1 Synthetische Biologie 
Seit der ersten vollständigen Genomsequenzierung des Bakteriums Haemophilus influenza im Jahre 1995 
erfuhren Techniken zur DNA-Synthese, -in-vitro-Assemblierung und -Sequenzierung eine rapide 
Entwicklung (Fleischmann et al., 1995; Kosuri und Church, 2014; Gibson et al., 2009; Kok et al., 2014; 
Werner et al., 2012; van Dijk et al., 2014; Ke et al., 2016). Leistungsstarke analytische Methoden 
bereiteten zudem das Feld der Genomik, Transkriptomik, Proteomik und Metabolomik, stets begleitet von 
computerunterstützten Plattformen, die die Verarbeitung der anfallenden Datenmengen ermöglichten. 
Diese technischen Fortschritte wirkten als Katalysator bei der Entstehung einer neuen biologischen 
Disziplin, die weit über das Wirkungsfeld der klassischen Biotechnologie hinaus geht. Die Synthetische 
Biologie speist sich aus der Grundlagenforschung etablierter biologischer und biochemischer Domänen, 
bedient sich bioinformatischer und physikalisch-mathematischer Methoden, und kombiniert nach 
ingenieurstechnischen Konstruktionsprinzipien sowohl synthetische, als auch biologische Komponenten. 
Das Ziel ist die Konstruktion neuer biologischer Systeme mit anwendungsnahem Charakter. Beispiele 
erfolgreicher Anwendungen finden sich nicht nur in der Mikrobiologie (Wu et al., 2016). Sie reichen von 
pflanzlichen Modellorganismen, in welchen synthetische Sensorsysteme zur Detektion von bakteriellen 
Pathogenen, Elicitoren oder Nematoden entwickelt wurden (Nemhauser und Torii, 2016), bis hin zu 
synthetischen Netzwerken in menschlichen Zellen, in welchen sie zur Therapie metabolischer und 
immunologischer Krankheiten beitragen (Kis et al., 2015). Der Fokus dieser Arbeit soll jedoch auf dem 
Bereich der Synthetischen Mikrobiologie liegen. 
Pionierarbeiten auf dem Gebiet der Synthetischen Biologie gehen auf die Entwicklung genetischer 
Schaltkreise in Prokaryoten zurück (Elowitz und Leibler, 2000; Gardner et al., 2000; Fung et al., 2005), 
und theoretische Modelle wurden entworfen, die die Regulation und Dynamik dieser Systeme 
beschreiben (He et al., 2016) und in logische Operatoren der Boolschen Algebra übersetzen (Anderson et 
al., 2007; Friedland et al., 2009; Wang et al., 2011a). Die Entwicklung von Strategien zur Kontrolle des 
zellulären Metabolismus ist integraler Bestandteil der Synthetischen Mikrobiologie mit positiven 
Implikationen auf biotechnologische, pharmazeutische und biomedizinische Anwendungen (Padilla-Vaca 
et al., 2015; Braff et al., 2016). Metabolic Engineering ist ein Schlüsselbegriff, der die Optimierung 
nativer sowie die Etablierung heterologer Biosythesewege in geeigneten Organismen beschreibt. 
Bedeutende Chassis-Organismen sind Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, und Vertreter der 
Gattungen Streptomyces, Bacillus und Corynebacterium (Wu et al., 2016). Sie ermöglichen 
beispielsweise die de-novo Synthese einer Vielzahl von Flavonoiden und dienen somit der Herstellung 
medizinisch wirksamer Lebensmittel und Kosmetika (Pandey et al., 2016). Synthetisch-genetische 
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Netzwerke unterstützen die Arzneimittelforschung (Kis et al., 2015) und ermöglichen das Design 
synthetischer Bakteriophagen zur Behandlung von Infektionskrankheiten, einem alternativen Ansatz zur 
aufwändigen Entwicklung neuer Antibiotika (Citorik et al., 2014). Auch die biosynthetische Herstellung 
von Biotreibstoffen ist ein zentraler Aspekt des Reverse Engineering aufwendiger Stoffwechselwege. So 
eignen sich Spezies aus der Klasse Clostridia aufgrund ihres großen Inventars an Hydrolasen besonders 
zur Degradierung von Biomasse, um beispielsweise Cellulose zu Ethanol zu konvertieren (Bayer et al., 
2008; Lynd et al., 2008; Dam et al., 2011). Zuletzt wurde Pseudomonas putida als physikalisch und 
metabolisch robuster Chassis-Organismus etabliert und erfolgreich zur Produktion von Biotreibstoff, 
verschiedener Feinchemikalien und phenolischer Polymere eingesetzt (Nikel et al., 2016). Die 
Weiterentwicklung des Pathway Engineering mündet schließlich im Design maßgeschneiderter 
Produktionsstämme und strebt den Aufbau komplexer, biosynthetischer Stoffwechselwege an (Ng et al., 
2015). Eine Vielzahl bioinformatischer Plattformen wurde entwickelt, um auf Basis bekannter 
Biosyntheseprozesse und umfangreicher Reaktionsdatenbanken optimierte Systeme zu modellieren, die 
beispielsweise eine synthetische CO2-Fixierung ermöglichen (Schwander et al., 2016; Bordbar et al., 
2014; Bar-Even et al., 2010).  
Die Notwendigkeit eines umfassenden Verständnis der zugrundeliegenden Genetik sowie die 
Verfügbarkeit leistungsfähiger, genetischer Werkzeuge und adäquater DNA-Vehikel ist offenkundig. 
Genetic Engineering ist die Grundlage der Synthetischen Biologie. 
 
2.1.1 Genetische Werkzeuge zur in-vivo Modifikation einzelner Gene und bakterieller Genome 
Die Konstruktion synthetischer Schaltkreise und Biosynthesewege, aber auch die Entwicklung optimierter 
Chassis-Organismen mit reduziertem oder Minimalgenom bedarf leistungsfähiger Werkzeuge, mittels 
derer DNA-Moleküle in-vivo auf spezifische Weise modifiziert werden können (Genome Editing). Im 
Folgenden wird ein Überblick über die Funktionsweise verfügbarer Werkzeuge und Methoden gegeben, 
die eine Bearbeitung der DNA im Maßstab einzelner Nukleotide bis ganzer Chromosome ermöglichen. 
 
2.1.1.1 Methoden des ortsspezifischen Genome Editings  
Die am weitesten verbreitete Methode zur genetischen Modifikation basiert auf der genomischen 
Integration heterologer DNA. Der Mechanismus, der sich hierbei zu Nutze gemacht wird, beruht auf einer 
endogenen DNA-Reparatur-Maschinerie, die DNA-Doppelstrangbrüche (DSBs) und blockierte 
Replikationsgabeln mittels homologer Rekombination (HR) wiederherstellt (Bell und Kowalczykowski, 
2016; Court et al., 2002; Yeeles und Dillingham, 2010). Solche HR-Ereignisse, die am detailliertesten an 
E. coli studiert wurden, sind in der Regel RecA-abhängig und werden durch das RecBCD-System 
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initiiert. RecBCD ist ein Heterotrimer mit DNA-Helikase-, ssDNA-Endonuklease- und ss/dsDNA-
Exonuklease-Aktivität. Der RecBCD-Rekombinationskomplex erkennt DSBs und prozessiert dsDNA so 
lange, bis er auf eine 8 bp große chi-Sequenz in korrekter Orientierung trifft. Dieser Prozess führt im 
Falle von Fremd-DNA, beispielsweise Bakteriophagen-DNA, zur DNA-Degradierung und kann zudem 
die Adaptation mancher clustered regularly-interspaced short palindromic repeat (CRISPR)-Systeme 
unterstützen (Levy et al., 2015). Im Zuge der HR wird der prozessierte 3’-DNA-Einzelstrang schnell von 
ssDNA-bindenden (SSB-) Proteinen bedeckt. RecA wird daraufhin mithilfe des RecFOR- oder RecOR-
Komplexes auf die ssDNA geladen, wodurch die Bildung des SSB-ssDNA Nukleoproteins gestört und 
die ATP-abhängige Polymerisierung von RecA eingeleitet wird (Bell und Kowalczykowski, 2016). Das 
präsynaptische Filament ist das RecA-Assemblierungsprodukt, welches einerseits eine SOS-Antwort und 
infolgedessen eine Verzögerung des Zellzyklus induziert, und andererseits einen 8-Nukleotid-
Suchprozess zur Identifizierung einer homologen DNA-Sequenz initiiert. So genügen in E. coli und 
S. cerevisiae 12 bzw. 13 Nukleotide, um eine homologe Sequenz zu definieren und die HR einzuleiten. 
Fälschlicherweise wurde der RecBCD-Pfad in Gram-negativen Bakterien lange Zeit als obligatorisch 
betrachtet, während das funktionale Homolog AddAB exklusiv Gram-positiven Bakterien wie Bacillus 
subtilis zugeschrieben wurde (Chedin und Kowalczykowski, 2002). Tatsächlich konnten AddAB-
Derivate mittlerweile in zahlreichen Vertretern der Alphaproteobakterien wie Caulobacter crescentus und 
Sinorhizobium meliloti identifiziert werden (Zuñiga-Castillo et al., 2004).  
Während die Häufigkeit homologer Rekombinationsereignisse in Eukaryoten mit einer Frequenz von 10-6 
sehr gering ist und HR-basierte Anwendungen zur genetischen Modifizierung daher wenig praktikabel 
sind (Nafissi und Slavcev, 2014), stellt die HR in der Synthetischen Mikrobiologie den Mechanismus der 
Wahl dar, um genomische Modifikationen bzw. die Integration heterologer DNA zu bewerkstelligen 
(Court et al., 2002). Zur Optimierung der Integrationsfrequenz kommen außerdem oftmals RecA-
unabhängige Alternativen zum Einsatz, die auf Bakteriophagen-stämmigen Rekombinationssystemen 
beruhen. So findet das auf dem Bakteriophagen Lambda beruhende Lambda-Red-System insbesondere in 
Genetic Engineering-Prozeduren in E. coli (Poteete et al., 2001; Lee et al., 2009), aber auch in 
Salmonella und Streptomyces Verwendung (Gust et al., 2004; Karlinsey et al., 2007). Auch die enorme 
Effizienz des nativen Rekombinationssystems von S. cerevisiae und sein Potential in biotechnologischen 
Anwendungen wurde früh erkannt (Oldenburg et al., 1997) und bildet heute die Grundlage der 
leistungsfähigsten Assemblierungssysteme zur Fusion multipler DNA-Fragmente (siehe Kap. 2.1.2).  
Nicht-homologes End Joining (NHEJ) ist ein zur HR komplementärer DNA-Reparaturmechanismus, der 
auf einer Ligase-vermittelten Fusion freier DNA-Enden beruht und bereits 1982 in Säugetierzellen 
entdeckt wurde (Wilson et al., 1982). Während alternatives NHEJ (aNHEJ) bislang auf Eukaryoten 
beschränkt zu sein scheint, wurden Komponenten des klassischen NHEJ (cNHEJ) mittlerweile auch in 
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Prokaryoten der Gattung Bacillus, Mycobacterium und Sinorhizobium identifiziert (Deriano und Roth, 
2013; Kobayashi et al., 2008).  
 
Abbildung 2.1: Grundlegende Genome Editing-Ansätze zur lokalen Veränderung genomischer DNA. A: Werkzeuge zur 
Einführung von ortsspezifischen DSBs. (i) Zinkfingernukleasen (ZFN) binden spezifisch drei Nukleotide. Fusioniert an zwei ZF-
Arrays, die denselben Locus attackieren, verursacht die dimerisierte Nuklease FokI einen DSB. (II) Auch transcription activator-
like Effektoren (TALE) können mit FokI fusioniert werden (TALEN) und als individuelle Effektorproteine die Einführung 
spezifischer DSBs vermitteln. (iii) Die Nuklease Cas9 wird in einem modifizierten CRISPR-System mittels sgRNA, die sich aus 
crRNA (grün) und tracrRNA (rot) zusammensetzt, zu einer Ziel-Sequenz geleitet. Die Ziel-DNA hybridisiert dabei mit der ~20 
bp großen Protospacer-Sequenz. Sofern eine protospacer adjacent motif (PAM)-Sequenz (NGG) unmittelbar stromabwärts der 
Ziel-DNA vorliegt, schneiden die Nuklease-Domänen RuvC und HNH Leit- und Folgestrang 4 bp stromaufwärts der PAM-
Sequenz (Pfeile). B: Induzierte DSBs ermöglichen ortsspezifisches Genome Editing mittels NHEJ oder homology-directed repair 
(HDR)-basierter Reparaturmechanismen. (i) Die NHEJ-vermittelte Reparatur des betroffenen Lokus führt zu kleinen Deletionen 
oder Insertionen (Mojica und Montoliu, 2016) und wird primär in Eukaryoten (Sonoda et al., 2006) zur Gen-Inaktivierung 
genutzt. (ii) Durch die simultane Einführung eines DSBs und exogener DNA, die zu den entstehenden DNA-Enden homolog ist 
(orange), kann eine HR-vermittelte Mutation (gelb), bzw. Insertion größerer DNA-Sequenzen (blau) erzielt werden. Der 
priorisierte Modus ist Organismus-spezifisch. Modizifizert nach MacDonald & Deans (2016) und Waaijers & Boxem (2014).( 
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HR- und NHEJ-basierte DNA-Reparaturmechanismen sind die Grundlage des Genome Editings (Abb. 2.1). 
Zur Steigerung der Effizienz genetischer Modifikationen werden zudem DSB- oder DNA-
Einzelstangbruch (ESB)-vermittelnde Werkzeuge eingesetzt, die die Integrationsfrequenz simultan 
eingebrachter Donor-DNA steigern. 
Die Möglichkeit, Transkriptionsfaktoren mit Zinkfinger (ZF)-Domäne zu artifiziellen 
Restriktionsenzymen umzufunktionieren, wurde bereits in den frühen 1990er Jahre erkannt (Desjarlais 
und Berg, 1992, 1993). Cys2His2-ZF gehören zu den wichtigsten Vertretern dieser DNA-Bindeproteine, 
die mittels variabler Aminosäure (AS)-Reste drei Nukleotide umfassende Motive erkennen und spezifisch 
binden (Hossain et al., 2015). Oft werden sechs ZF-Derivate zur Bindung einer 18 bp großen Ziel-DNA 
fusioniert und mit der Endonuklease FokI verknüpft (Abb. 2.1A i). Resultierende ZF-Nukleasen (ZFN) 
vermitteln die Einführung ortsspezifischer DSBs, deren anschließende HR- oder NHEJ-basierte Reparatur 
zur Einführung spezifischer Deletionen und Insertionen genutzt wird.  
Obwohl mit der Ros/MucR-Familie mittlerweile ZF-ähnliche Transkriptionsfaktoren prokaryotischen 
Ursprungs entdeckt wurden (Malgieri et al., 2015), basieren typische ZFN auf DNA-Bindeproteinen 
eukaryotischer Organismen und kommen auch vornehmlich in diesen zum Einsatz. Off-target Effekte, das 
aufwändige Design synthetischer ZFNs (Hossain et al., 2015), sowie die Entdeckung leistungsfähigerer 
Editing-Systeme lassen diese Methode zudem zusehends in den Hintergrund rücken. 
Der transcription activator-like Effektor (TALE) ähnelt in technischer Hinsicht den ZF-Proteinen, da sich 
auch seine DNA-Bindungseigenschaften mittels variabler AS-Reste umprogrammieren lassen (Boch et 
al., 2009; Moscou und Bogdanove, 2009). Der aus dem Pflanzenpathogen Xanthomonas stammende 
Transkriptionsregulator wurde im Jahr 2009 dechiffriert und umgehend als Werkzeug für synthetisch-
genetische Anwendungen etabliert (MacDonald und Deans, 2016). Eine TALE DNA-Bindedomäne 
besteht aus 7-34 Wiederholungssequenzen (directed repeats, DR), die sich aus jeweils 33-35 AS 
zusammensetzen. AS-Reste in Position 12 und 13 kodieren dabei die Bindespezifität des DR, und der 
modulare Aufbau erlaubt die Synthese artifizieller, ~500-700 AS großer Effektoren zur Bindung 
beliebiger DNA-Sequenzen. Auch TALE-basierte Genome Editing-Methoden beruhen auf der Fusion mit 
einer DNA-Nuklease (TALEN), die ortsspezifische DSBs vermittelt (Abb. 2.1A ii). Die Herstellung 
artifizieller TALENs ist jedoch aufwändig und mangels technischer Alternativen primär in der 
Eukaryotengenetik von Relevanz.  
Die Entdeckung des CRISPR-Cas Systems und seine Anwendung als genetisches Werkzeug mit 
unübertroffenem Anwendungspotential in allen Domänen des Lebens kann als Meilenstein in der 
Geschichte der Molekularbiologie bezeichnet werden (Choi und Lee, 2016; Mojica und Montoliu, 2016). 
Erstmals im Jahr 1987 in E. coli K12 identifiziert (Ishino et al., 1987), wurden die in regelmäßigen 
Abständen unterbrochenen DR-Sequenzen des CRISPR-Arrays zunächst als genetische Marker zur 
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Klassifizierung bakterieller Stämme genutzt, um schließlich im Jahr 2005 mit dem Immunsystem von 
Bakterien und Archaeen in Zusammenhang gebracht zu werden (Mojica und Montoliu, 2016). Seitdem 
wurde in ~40% aller sequenzierten Prokaryoten eine Vielzahl verschiedener CRISPR-Cas Systeme 
identifiziert (Choi und Lee, 2016). Die Entwicklung eines programmierbaren Genome Editing-
Werkzeuges gelang jedoch erstmals auf Basis des Typ II-A CRISPR-Cas9 Systems aus Streptococcus 
pyogenes (Jinek et al., 2012). Das native System weist zwei regulatorische RNAs auf, die crRNA und 
tracrRNA, welche die Nuklease Cas9 zu einer variablen Ziel-DNA leiten und einen Doppelstrangbruch 
vermitteln. Typischerweise kodiert ein CRISPR-Array mehrere Ziel-DNAs in Form von 25-40 bp großen 
Protospacer-Sequenzen. Ihr Transkript, die pre-crRNA, bedarf einer RNAse III-abhängigen 
Prozessierung zu ausgereiften crRNAs, die daraufhin zusammen mit der tracrRNA zu RNA-Nuklease-
Komplexen assemblieren. Cas9 ist nun in der Lage, die Ziel-DNA zu binden und einen DSB zu 
katalysieren. CRISPR-Editing-Systeme basieren meist auf einer tracrRNA-crRNA-Schimäre (sgRNAs), 
und synthetische, ~20 bp große Protospacer-Sequenzen ermöglichen einen universalen Einsatz dieses 
Werkzeuges (Jinek et al., 2012) (Abb. 1A iii). Durch Mutation der Nuklease-Domänen fungiert die Cas9-
Variante dCas9 zudem als DNA-Bindeprotein und ermöglicht vielfältige DNA-Modifikations- sowie 
Expressions-Modulationssysteme (Shalem et al., 2015). 
 
In der Synthetischen Mikrobiologie basiert CRISPR-vermitteltes Genome Editing typischerweise auf der 
Einführung von DSBs. Adaptierte Protokolle wurden bereits für bakterielle Modellorganismen der 
Gattungen Bacillus, Streptomyces, Escherichia oder Corynebacterium entwickelt (Choi und Lee, 2016). 
In der Prokaryontengenetik ermöglichen CRISPR-Systeme vielfältige Editing-Modi, erfordern jedoch 
aufgrund der Diversität der Komponenten, d.h. der RNA (crRNA/tracrRNA, sgRNA), der Donor-DNA 
(linear/zirkulär, einzel/doppelsträngig), der Reparatur-Mechanismen (nativ/exogen, HDR/NHEJ, Größe 
der homologen Region) und Organismen-spezifischer Präferenzen eine aufwändige Optimierung. Die 
Möglichkeit zur simultanen, Selektionsmarker-freien Modifizierung mehrerer Sequenzabschnitte stellt 
jedoch einen essentiellen Vorteil gegenüber herkömmlichen Methoden dar. Im Falle einer Erkennung der 
Wirts-DNA (self-targeting) geht die hohe Effizienz des CRISPR-Systems außerdem mit einer hohen 
Letalität einher. CRISPR-basierte Selektionssysteme stellen daher eine wertvolle Ergänzung für bereits 
etablierte Editing-Ansätze dar. ssDNA Recombineering beispielsweise beruht auf der Elektroporation 
einzelsträngiger Oligonukleotide, die eine wenige bp umfassende Mutation tragen. Mit Hilfe Phagen-
stämmiger DNA-Bindeproteine werden diese vermutlich während der DNA-Replikation analog zu einem 
Okazaki-Fragment in einem Teil der Zellen in das Genom inkorporiert (Constantino und Court, 2003). 
Die Identifizierung positiver Transformanten ist jedoch aufwändig. Dank CRISPR-vermitteltem self-
targeting der nativen Zielsequenzen gelang es jedoch, den hohen Screening-Aufwand ssDNA 
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Recombineering-basierter Engineering-Anwendungen wie dem multiplex automated genome engineering 
(MAGE)-System erheblich zu reduzieren (Wang et al., 2009; Barrangou und van Pijkeren, 2016).  
 
2.1.1.2 Rekombinasen ermöglichen umfangreiche in-vivo DNA-Modifikationen  
HR- und NHEJ-basierte Genome Editing-Methoden beschränken sich meist auf lokale Mutationen von 
geringem Umfang. Ortsspezifische Rekombinasen ermöglichen hingegen die Deletion, Inversion und 
Insertion sehr großer DNA-Moleküle und haben sich daher längst in der Prokaryoten- und 
Eukaryotengenetik als unentbehrliche Genome Engineering-Werkzeuge etabliert (Wirth et al., 2007; 
Brown et al., 2011; Ow, 2016; Turan et al., 2013). Die natürlichen Funktionen ortsspezifischer 
Rekombinasen sind mannigfach. Sie vermitteln die Resolution der Chromosomen-Dimere nach der 
bakteriellen DNA-Replikation (Sherratt et al., 2004), katalysieren während einer Bakteriophagen-
Infektion die chromosomale Integration des Lambda-Genoms in E. coli (Weil und Signer, 1968; Echols, 
1970), oder erzeugen mittels Promotor-Inversion die flagellare Phasenvariation in Salmonella enerica 
(Haykinson et al., 1996). Integrations-Reaktionen erfolgen hierbei zwischen individuellen DNA-
Molekülen, wohingegen Exzisionen und Inversionen auf demselben DNA-Molekül und in Abhängigkeit 
der relativen Orientierung Rekombinase-spezifischer Erkennungssequenzen auftreten (Abb. 2.2A). 
Trotz einer Vielzahl potentieller Regulatoren und struktureller Besonderheiten der involvierten DNA-
Sequenzen unterliegt der Rekombinationsmechanismus einem allgemeinen Konzept (Grindley et al., 
2006). Demnach binden meist mehrere Rekombinase-Monomere spezifisch an zwei 
Erkennungssequenzen, deren Crossover-Regionen dabei in räumliche Nähe geraten und eine definierte 
Orientierung zueinander einnehmen (Abb 2.2B). Im synaptischen Komplex vermittelt die Rekombinase eine 
Exzision der DNA-Stränge und katalysiert zugleich deren reziproke Verknüpfung, um daraufhin die 
Rekombinations-Produkte wieder zu entlassen. Analog zum Typ IB Topoisomerase-Mechanismus 
vollzieht sich der DNA-Strangbruch im synaptischen Komplex nicht durch Hydrolyse der DNA, sondern 
durch einen Phosphoryl-Transfer auf eine AS-Seitenkette der Rekombinase. Bei dieser Seitenkette 
handelt es sich um Serin- oder Tyrosin-Reste, woraus sich ein fundamentaler Unterschied im 
katalytischen Mechanismus ergibt. Aus diesem Grund werden Rekombinasen entweder der Serin- oder 
der Tyrosin-Familie zugeordnet, und wichtige Vertreter beider Familien sind in Abbildung 2.2C 
aufgeführt. 
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 Abbildung 2.2: Funktion und Mechanismus ortsspezifischer Rekombinasen. A: Reaktionsmodi ortsspezifischer Rekombinasen. 
Abhängig von der Orientierung zweier Erkennungssequenzen (blaue Pfeile) katalysieren Rekombinasen nicht-homologe 
Rekombinationsereignisse, die zu einer Integration, Exzision oder Inversion der involvierten DNA-Fragmente führen können. 
Modifiziert nach Grindley et al. (2006). B: Darstellung des reversiblen Rekombinationsmechanismus am Beispiel der 
Tyrosinrekombinase Cre. Vier Einheiten des Enzyms binden zwei DNA-Moleküle und bilden eine Rekombinationssynapse (Berg 
et al., 2013). In dieser findet eine sukzessive Einzelstrang-Spaltung der beiden DNA-Moleküle statt, wobei sich die 
3‘-Phosphatgruppe (P) mit einem Tyrosinrest der Rekombinase verbindet. Der Strangaustausch findet statt, indem die freie 
5‘-Hydroxylgruppe des reziproken Stranges die DNA-Tyrosin-Einheit angreift und eine neue Phosphodiesterbindung bildet. 
Dieser Prozess führt zur Bildung einer Holliday-Struktur, dem Intermediat der Rekombinationsreaktion. Nach Isomerisierung der 
Struktur kann sich der Austauschprozess mit den verbleibenden Strängen wiederholen, woraufhin der Komplex dissoziiert und 
das Rekombinationsprodukt entlassen wird (Jayaram et al., 2015; Gaj et al., 2014). Modifiziert nach Gaj et al. (2014). C: 
Beispiele verbreiteter Tyrosin- und Serin-Rekombinasesysteme. Ein grundlegendes Unterscheidungsmerkmal ist der uni- bzw. 
bidirektionale Rekombinationsmodus (Wang et al., 2011b). D: Varianten der Cre-Erkennungssequenz und 
Rekombinationsprodukte. (i) Die native loxP (locus of crossover in phage P1)-Sequenz setzt sich aus einer zentralen, 6 bp großen 
Crossover- bzw. Spacer-Region und den 14 bp umfassenden, Rekombinase-bindenden Elementen LE und RE zusammen. Pfeile 
markieren die Cre-vermittelte Schnittstelle während einer Rekombination (Van Duyne, 2001; Turan und Bode, 2011). (ii) lox 
Sequenzen mit Mutation in der LE- (loxL) oder RE- (loxR) Region ermöglichen gerichtete Rekombinationen, da loxLR als 
Rekombinationsprodukt mit beidseitig mutierter Erkennungssequenz eine drastisch reduzierte Rekombinationsfrequenz aufweist 
(Albert et al., 1995). 
 
Als simultane Integrasen, Resolvasen und Invertasen stellen Cre und Flp wichtige Werkzeuge für Genome 
Engineering-Prozeduren in Alphaproteobakterien wie S. meliloti und A. tumefaciens dar (Harrison et al., 
2011; Milunovic et al., 2014; Hu et al., 2016; diCenzo et al., 2014). Das Cre/loxP-System wurde vor über 
30 Jahren im Bakteriophagen P1 identifiziert, wo es während der lysogenen Phase analog zum 
bakteriellen Xer/dif-System als Resolvase die Monomerisierung des Episoms vornimmt (Sternberg et al., 
1981; Abremski und Hoess, 1984). Das Flp/FRT-System hingegen entstammt dem 2μm-Plasmid aus 
S. cerevisiae und gewährleistet dort die Initiation der rolling-circle-Replikation sowie eine stabile 
Kopienzahl dieses extrachromosomalen Replikons (Chan et al., 2013; Broach et al., 1982). Beide Enzyme 
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teilen in Hinblick auf die Entwicklung eines simplen, flexiblen Rekombinationssystems gegenüber der 
Lambda-Integrase, einem dritten prominenten Vertreter aus der Familie der Tyrosin-Rekombinasen, 
entscheidende Vorzüge: Die Rekombination verläuft bidirektional und unabhängig von zusätzlichen 
Hilfsproteinen (Grindley et al., 2006).  
Cre und Flp binden als Dimere an eine 34 bp große Erkennungssequenz, die aus einer 8 bp großen, 
zentralen Crossover- bzw. Spacer-Region und den 13 bp flankierenden LE- (left element) und RE- (right 
element) Sequenzen besteht (Turan und Bode, 2011) (Abb. 2D). Im Unterschied zu Cre verlangt Flp für eine 
effektive Integrationsreaktion zudem ein weiteres, 13 bp großes Segment, das ein drittes Flp Monomer 
bindet (Turan et al., 2011). Ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal ist außerdem die Position in der 
Crossover-Region, an welcher die Rekombinase den ESB vornimmt (Abb. 2D). Während Flp den Schnitt an 
der -4 und +4 Position katalysiert, trennt Cre die Spacer-Sequenz an Position +3 und -3. Hieraus ergibt 
sich für die Cre/loxP-Reaktion eine um 2 bp reduzierte Crossover-Region, wodurch die 
Mutationskapazität des loxP-Spacers im Vergleich zum FRT-Spacer eingeschränkt wird (Turan et al., 
2011). Die Mutation des Crossover-Bereichs ist jedoch eine wichtige Strategie zur Erzeugung 
heterospezifischer Erkennungssequenzen (lox Spacer-Mutanten). Diese werden von der Rekombinase als 
Substrat akzeptiert, rekombinieren jedoch nicht mehr mit dem nativen Derivat und im besten Fall nur mit 
sich selbst (Lee und Saito, 1998; Turan und Bode, 2011; Missirlis et al., 2006). Variable 
Bindungsspezifitäten der LE/RE-Elemente implizieren einen dritten, wichtigen Unterschied zwischen Cre 
und Flp. Während bereits geringfügige Mutationen dieser Elemente die Flp-Rekombination korrumpieren 
(Senecoff et al., 1988), akzeptiert Cre eine Mutation der äußeren vier Basenpaare der loxP-Sequenz. So 
wurden mit lox66 (loxR) und lox71 (loxL) LE/RE-Mutationen identifiziert (Albert et al., 1995), die eine 
effektive Cre-Rekombination erlauben, wohingegen das vollständig mutierte Rekombinationsprodukt 
(loxLR) der Rekombinase nicht mehr zur Verüfgung steht (Abb. 2D). Da der reversible Reaktionsmodus der 
nativen Rekombinase die Gefahr birgt, das angestrebte Rekombinationsprodukt wieder zu verlieren, 
können LE/RE-Mutanten insbesondere in vielschrittigen Rekombationstrategien von großem Vorteil sein.  
 
2.1.2 Genome Engineering in der Synthetischen Mikrobiologie 
Genome Engineering ist in dieser Arbeit als die Konzeption und Konstruktion einer umfangreichen, 
genomischen Modifikation unter Anwendung geeigneter Genome Editing-Werkzeuge definiert. Eine 
Facette der Synthetischen Biologie ist hierbei die Rekonstruktion bzw. de-novo Synthese des Erbguts 
(Bottom-Up), oder aber dessen maximale Reduktion (Top-Down). Das ultimative Ziel dieser 
komplementären Ansätze ist die Erzeugung eines Minimalsystems, das auf die Aufrechterhaltung der 
essentiellen Prozesse reduziert ist. Im Kontext des Metabolic Engineering kann dies die Identifizierung 
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der Kernkomponenten eines Biosynthesewegs beabsichtigen. Im Genome Engineering hingegen strebt der 
Top-Down-Ansatz die Erforschung der grundlegenden Prinzipien einer lebendigen Zelle an. 
 
Die Kodierdichte bakterieller Genome wird auf 87% geschätzt (Kuo et al., 2009), und symbiotische 
Bakterien, die aufgrund ihrer Adaptation an einen spezifischen Wirt gewissermaßen zum Vorbild für 
extreme Genom-Reduktionen evolvierten, erreichen Genomgrößen von weniger als 150 kb (McCutcheon 
und Moran, 2012). Das Genom eines nativen Bakteriums bzw. potentiellen Chassis-Organismus weist 
folglich großes Optimierungspotential auf. Aus biotechnologischer Sicht birgt der Top-Down-Ansatz 
zudem das Potential, die Aufnahmekapazität eines Genoms zu erhöhen und die metabolische Effizienz 
eines Produktionsstammes bei der Synthese des gewünschten Produktes zu optimieren (Wu et al., 2016). 
Die fortschreitende Genom-Sequenzierung bakterieller Modellorganismen ermöglicht die systematische 
Deletionen zur Identifizierung nicht-essentieller Sequenzen wie Insertionselemente, endogener 
Rekombinasen, Phagen, oder duplizierter Gene. So konnte bereits vor über 10 Jahren das Genom von E. 
coli um 15% reduziert und gleichsam die genomische Stabilität und Elektroporationseffizienz erhöht 
werden (Pósfai et al., 2006). Heute lassen sich essentielle Gensequenzen auf Basis bioinformatischer und 
experimenteller Deletions-Studien vorhersagen (Gil et al., 2004; Baba et al., 2006; Forster und Curch, 
2006). Der MEGA (multiple essential genes assembling)-Ansatz stellt eine elegante Methode zur seriellen 
Deletionen großer DNA-Segmente im Umfang mehrerer hundert kb dar (Xue et al., 2015). Hierzu werden 
essentielle Gene zunächst in S. cerevisiae mittels transformation-associated recombination (TAR)-
Klonierung zu einem Gen-Cluster assembliert, das mit Hilfe eines Shuttle-Vektors in E. coli eingebracht 
wird und dort die nativen Sequenzen in-trans komplementiert. Dies ermöglicht die Deletion 
korrespondierender, chromosomaler Regionen und die anschließende Lambda-Red-vermittelte Integration 
des synthetischen Gen-Clusters in die Deletionsregion.  
Negative Effekte auf das Zellwachstum (Kurokawa et al., 2016) und eine Abnahme der genomischen 
Plastizität solcher „clean genome“ Stämme (Akeno et al., 2014) verdeutlichen jedoch die grundsätzliche 
Problematik dieser Vorgehensweise. Das Design optimierter Genome erfordert nicht nur Kenntnis über 
die Funktion einzelner Gene, sondern auch ein umfassendes Verständnis zu übergeordneten Strukturen 
wie der Genom-Organisation mitsamt ihrer Implikationen auf Zellwachstum und Zellzyklusregulation 
(Esnault et al., 2007; Boccard et al., 2005; Xie et al., 2015). Die Akzeptanz gegenüber substantiellen 
Genom-Reduktionen scheint zudem Organismen-spezifisch zu sein. So konnte das Chromosom von B. 
subtilis um 23% reduziert werden, ohne Wachstum und Morphologie signifikant zu beeinflussen (Ara et 
al., 2007). Als robuster Chassis-Organismus erweist sich B. sutilis somit auch als nützliche 
Produktionsplattform in biotechnologischen Anwendungen (Li et al., 2016; Toya et al., 2014; Manabe et 
al., 2011).  
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In Anbetracht sinkender DNA-Synthesekosten und der Komplexität bakterieller Genome ist der Bottom-
Up-Ansatz gegenüber der Top-Down-Strategie eine verheißungsvolle Alternative bei der Entwicklung 
eines Minimalgenoms. Als eines der prominentesten Beispiele dieses Ansatzes gilt zweifelsohne die 
Schaffung einer synthetischen Zelle auf Basis eines vollsynthetischen Chromosoms im Jahr 2010 (Gibson 
et al., 2010). Hierzu wurden über 1078 synthetische DNA-Fragmente in einer dreischrittigen 
Assemblierungsstrategie zu einer ~1,1 Mb großen Variante des Genoms von Mycoplasma mycoides 
fusioniert. Der finalen Transplantation des M. mycoides JCVI-syn1.0 Genoms in M. capricolum gingen 
unverzichtbare technische Durchbrüche voraus. Nachdem sich E. coli basierte Methoden zur 
Assemblierung subchromosomaler DNA-Fragmente als ungeeignet erwiesen und auch in-vitro DNA-
Assemblierungstechniken längst an ihre Grenzen gestoßen waren, gelang im Jahr 2008 erstmals mit Hilfe 
der TAR (transformation-associated recombination)-Klonierungstechnik die Erzeugung eines 
vollsynthetischen, 583 kb großen Mycoplasma-Chromosoms in S. cerevisiae (Gibson et al., 2008). Die 
auf der hohen Rekombinationseffizienz in S. cerevisiae beruhende DNA-Assemblierungsmethode, die 
ursprünglich zur Klonierung humaner DNA entwickelt wurde (Larionov et al., 1996), ermöglicht die 
gerichtete Fusion mehrerer DNA-Fragmente mittels End Joining in einen geeigneten Ziel-Vektor 
(Kouprina und Larionov, 2016). Die TAR-Klonierung stellt bis heute die effizienteste Technik dar, um 
artifizielle Konstrukte aus bis zu 300 kb großen DNA-Fragmenten eukaryotischen und prokaryotischen 
Ursprungs zu klonieren. Als Alternative zur Genom-Synthese via DNA-Assemblierung wurde zudem der 
Transfer bakterieller Genome in S. cerevisiae-stämmige Spheroplasten etabliert (Karas et al., 2013), 
womit die Genome Editing-Werkzeuge der Hefe-Plattform grundsätzlich auch zur genomischen 
Modifizierung genetisch unzugänglicher Organismen zur Verfügung stehen. Um den Engineering-
Kreislauf zwischen S. cerevisiae und Mycoplasma zu schließen, wurden zudem Transplantations-
Methoden zum Transfer isolierter Chromosome nach Mycoplasma ausgearbeitet (Lartigue et al., 2007; 
Lartigue et al., 2009). Dies alles war wegbereitend für die Entwicklung eines auf JCVI-syn1.0 
basierenden Minimalgenoms, das heute mit 473 Genen das kleinste bekannte Chromosom einer autonom 
replizierenden Zelle darstellt (Hutchison et al., 2016).  
 
Insbesondere in-vitro-Methoden wie die Isolierungen subchromosomaler DNA-Intermediate und deren 
Transformation minimieren jedoch die Effizienz ambitionierter Engineering-Strategien. Um die mit der 
TAR-basierten Genom-Assemblierung assoziierten Probleme zu lösen, wurde zuletzt die Cas9-facilitated 
homologous recombination assembly (CasHRA)-Methode entwickelt (Zhou et al., 2016). Hierbei werden 
zirkuläre Donor-Vektoren, die die zu assemblierenden Fragmente tragen, zunächst mittels Sphäroplasten-
Fusion in S. cerevisiae vereint. Erst dann generiert Cas9 in-vivo die lineare DNA, die nach dem Prinzip 
der TAR-Klonierung über homologe Flanken fusioniert. Da die Aufreinigung und Co-Transformation 
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großer DNA-Intermediate entfällt, gelang die Assemblierung eines 1,03 Mb großen E. coli 
Minimalgenoms mit hoher Effizienz (60-80%). Tatsächlich stellt der in-vitro Transfer des assemblierten 
Chromosoms von S. cerevisiae nach E. coli eine technische Hürde dar, die es noch zu überwinden gilt. 
 
Bei B. subtilis handelt es sich um die einzig verfügbare Engineering-Plattform auf Basis eines 
Prokaryoten, die eine mit S. cerevisiae vergleichbare Klonierungskapazität aufweist. Entscheidend ist 
hierbei die Fähigkeit des Chromosoms, bis zu 3,5 Mb große DNA-Fragmente heterologen Ursprungs 
stabil zu propagieren (Itaya et al., 2005). Die natürliche Kompetenz dieses Organismus geht zudem mit 
der Eigenschaft einher, lineare DNA in hoher Effizienz in das Chromosom zu integrieren (Dubnau, 1991). 
Das Bacillus subtilis genome (BGM)-Vektorsystem macht sich diese Eigenschaften zunutze (Itaya, 1999) 
und ist die Grundlage der „Domino-Klonierung“, die zur Assemblierung rekombinanter Genome 
konzipiert wurde (Itaya et al., 2008). Analog zur TAR-basierten Assemblierung beruht das System auf 
einer sukzessiven Fusion linearisierter DNA-Fragmente, die nach Transformation in B. subtilis via 
überlappender, homologer Regionen in den BGM-Vektor integrieren. Der einschrittige 
Assemblierungsmodus impliziert jedoch eine vergleichsweise aufwändige Prozedur. Die als Bacillus 
recombinatorial transfer (BReT) bezeichnete in-vivo Klonierungsmethode ermöglicht schließlich die 
Isolierung des Assemblierungsprodukts (Kaneko et al., 2005). Aufgrund der Bacillus-spezifischen 
Eigenheit, chromosomale DNA via homologer Flanken auf ein linearisiertes Vektor-Backbone zu 
überführen, ist es möglich, assemblierte Konstrukte auf ein ektopisches Replikon zu duplizieren (Itaya 
und Tanaka, 1997a). Die Auslagerung auf einen konventionellen BAC-Vektor ermöglichte so den 
Transfer bis zu 350 kb großer DNA-Fragmente nach E. coli.  
 
Genetic Engineering setzt einige biologische und technische Voraussetzungen voraus, die sich von 
etablierten Chassis-Organismen ableiten lassen. Klonierungsstrategien werden oft durch eine mangelhafte 
Transformationskapazität des Rezipienten limitiert. Eine hohe Transformationseffizienz ist jedoch 
unabdingbar, um den Transfer sehr großer DNA-Moleküle bzw. aufwändige Klonierungsprozesse in 
angemessener Zeit zu bewerkstelligen. Dabei gilt es mehrere Hindernisse zu überwinden. Durch 
Manipulation der Beschaffenheit von Zellwand und –membran konnte die Transformationsbarriere 
beispielsweise in B. subtilis mit Hilfe von Sorbitol und Mannitol (Xue et al., 1999), in S. cerevisiae mit 
PEG (Karas et al., 2013), und in Corynebacterium glutamicum mit Glycin (Ruan et al., 2015) reduziert 
werden. In der Natur haben sich zudem effektive Abwehr-Mechanismen entwickelt, die den Prozess der 
DNA-Aufnahme behindern. Neben dem CRISPR-System stellen Restriktions-Modifikations (RM)-
Systeme einen effektiven Mechanismus dar, artfremde DNA zu degradieren (Vasu et al., 2012). RM-
Systeme des Typs I beispielsweise sind multifunktionale Enzyme, deren Untereinheiten HsdMS DNA-
Einleitung
14
Methylaseaktivität aufweisen, während die Restriktionsendonuklease HsdR die unmodifizierten 
Erkennungssequenzen der Fremd-DNA attackiert (Murray et al. 2000). Tatsächlich war in wichtigen 
bakteriellen Chassis-Organismen wie M. mycoides (Lartigue et al., 2009; Karas et al., 2013), B. subtilis 
(Itaya und Tanaka, 1997b), Staphylococcus aureus (Sadykov 2016), oder Streptomyces griseus (Suzuki et 
al., 2011) eine Inaktivierung des RM-Systems vonnöten, um umfangreiche Engineering-Prozeduren zu 
realisieren.  
Mit zunehmender Molekülgröße gewinnen zudem DNA-Vehikel an Bedeutung, die einen flexiblen DNA-
Austausch zwischen verschiedenen Spezies ermöglichen. Insbesondere in ambitionierten 
Assemblierungs-Projekten ist der DNA-Transfer zwischen Engineering- und Ziel-Organismus ein 
limitierender Faktor, was letztlich auf den hohen technischen Anspruch zugrundeliegender in-vitro-
Techniken und Limitierungen klassischer Transformationsmethoden zurückgeführt werden kann. Typ IV 
Sekretionssysteme etablieren hingegen natürliche DNA-Transfersysteme, die einen effizienten 
Gentransfer zwischen einer Vielzahl Gram-negativer und auch Gram-positiver Bakterien ermöglichen 
(Chandran 2013). Der RK2/RP4-basierte Konjugationsapparat stellt daher eine zweckdienliche 
Alternative dar, um mit Hilfe mobilisierbarer Shuttle-Vektoren den DNA-Transfer zwischen E. coli und 
kompatiblen Spezies zu bewerkstelligen (Kvitko et al., 2013). Genetic Engineering-Anwendungen 
profitieren zudem von DNA-Vehikeln, die entsprechend S. cerevisiae-kompatiblen oder BGM-Vektoren 
eine stabile Vererbung selbst mehrerer Mb großer DNA-Moleküle gewährleisten (Gibson et al., 2010; 
Kaneko et al., 2005) und zugleich deren Modifizierung in-vivo erlauben. 
 
2.2 Sinorhizobium meliloti ist ein Stickstoff-Fixierer mit landwirtschaftlicher Bedeutung 
Rhizobien sind bodenbewohnende Mikroorganismen aus der Klasse der Alphaproteobakterien, die für 
ihre endosymbiotische Stickstofffixierung in Wurzelknöllchen von Leguminosen wie der Sojabohne 
(Glycine sp.), Erbse (Pisum sp.), oder Luzerne (Medicago sp.) bekannt sind (Gibson 2008; Jones et al., 
2007). S. meliloti ist ein prominenter Vertreter und Modellorganismus für diese mutualistische Bakterien-
Pflanzen-Interaktionen. Zur Einrichtung der Lebensgemeinschaft sondern potentielle Wirtspflanzen (u.a. 
Medicago truncatula und Medicago sativa) spezifische Signalstoffe über ihre Wurzelexudate in den 
Wurzelbereich (Rhizosphäre) aus. Flavonoide wie Luteolin spielen in dieser frühen Etablierungsphase 
eine zentrale Rolle und induzieren die Synthese und den Export so genannter Nodulations-Faktoren 
(Geurts et al., 2005). Ein wechselseitiger Signalaustausch induziert daraufhin die Bildung des 
Knöllchenmeristems an der Leguminosenwurzel (Gibson et al., 2008). Außerdem führt er zu einer 
chemotaktischen Anlagerung der freilebenden Bakterien an die Wurzelhaare der Wirtspflanze, welche die 
Rhizobien durch Krümmung einschließen und diesen via Infektionsschlauch Zugang zu dem 
neugebildeten, kortikalen Meristem gewähren (Esseling et al., 2003). In diesen als Wurzelknöllchen 
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bezeichneten Strukturen findet eine Einkapselung von S. meliloti sowie dessen Differenzierung zu 
vergrößerten und verzweigten Zellen statt. In der Stickstofffixierungszone eines Wurzelknöllchens 
reduziert schließlich der sauerstoffempfindliche Nitrogenasekomplex atmosphärischen Stickstoff (N2) zu 
Ammoniak, der unmittelbar zu Glutamin und Asparagin assimiliert und der Pflanze im Austausch gegen 
C4-Metabolite zur Verfügung gestellt wird (Mergaert et al., 2006).  
Rhizobien spielen in der modernen Landwirtschaft eine fundamentale Rolle. Es wird geschätzt, dass 
durch menschliche Prozesse pro Jahr rund 120*109 kg N2 in biogene Stickstoffverbindungen konvertiert 
werden, während die rhizobielle Stickstofffixierung mit landwirtschaftlich relevanten Nutz- und 
Futterpflanzen auf 33-46*109 kg N2 taxiert wird (Rockström et al., 2009; Herridge et al., 2008). Aufgrund 
des hohen Energieaufwandes der Synthese von molekularem Wasserstoff, einem Substrat des Haber-
Bosch-Verfahrens zur chemischen Erzeugung von Ammoniak, partizipiert die industrielle Herstellung 
künstlicher Stickstoffdünger mit ~1,2% in nennenswertem Ausmaß am Weltenergiebedarf (Tallaksen et 
al., 2015). Die genetische Rekonstruktion der biologischen Stickstofffixierung und ihre Übertragung auf 
weitere Kulturpflanzen sind daher zu einem zentralen Thema der Synthetischen Biologie avanciert (Mus 
et al., 2016). 
 
2.2.1 Alphaproteobakterien besitzen mehrteilige Genome mit repABC-basierten Replikations-
ursprüngen  
Die organismische und genetische Diversität innerhalb der Alphaproteobakterien ist enorm (Ettema und 
Andersson, 2009). Der Klasse gehören phototrophe (Rhodobacter sp.) und aquatisch lebende 
(Caulobacter sp.) Spezies an, aber auch Tier- und Humanpathogene (Brucella sp., Bartonella sp., 
Rickettsia sp.), Pflanzenpathogene (Agrobacterium sp.) und Pflanzensymbionten (Sinorhizobium sp., 
Rhizobium sp., Bradyrhizobium sp.), deren Spezialisierung an ihren jeweiligen Wirtsorganismus nur das 
Extrem einer bemerkenswerten Adaptationsfähigkeit an eine Vielzahl verschiedener Lebensräume 
darstellt.  
Das hohe Maß an Diversität geht mit einer beträchtlichen Heterogenität bezüglich der Genomgröße 
und -architektur einher (Sallström und Andersson, 2005; Harrison et al., 2010; Moreno, 1998), die den 
horizontalen Gentransfer und damit verbundenen hohen Differenzierungsgrad dieser Organismen 
begünstigen (Pini et al., 2011; Galardini et al., 2013). Insbesonders schnell wachsende Vertreter der 
Rhizobien zeichnen sich durch ein mehrteiliges Genom aus, das sich aus einem primären Chromosom und 
bis zu sechs Megaplasmiden zusammensetzen kann (Mazur und Koper, 2012; González et al., 2006). 
Letztere enthalten vornehmlich adaptive Gene und umfassen den oft umfangreichen, akzessorischen Teil 
des Genoms (Galardini et al., 2013). Im Laufe der evolutionären Anpassung gleicht sich der GC-Gehalt 
von Chromosom und Megaplasmid an, und auch essentielle Gene werden auf das extrachromosomale 
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Replikon verlagert (Harrison et al., 2010). Megaplasmide entwickeln sich dabei zu Chromiden, die als 
sekundäre Chromosome verstanden werden können und die Gültigkeit der scharfen Abgrenzung (del 
Solar et al., 1998) zwischen Chromosom und Plasmid infrage stellen.  
S. meliloti besitzt neben einem Chromosom (3,65 Mb) ein 1,35 Mb großes Megaplasmid (pSymA) und 
ein 1,68 Mb großes Chromid (pSymB) (Galibert et al., 2001) (Abb. 2.3A). pSymA und pSymB gehören der 
repABC-Plasmidfamilie an und sind damit Teil der repC-Superfamilie, die nahezu alle 
extrachromosomalen Replikons rhizobieller Spezies umfasst (Cevallos et al., 2008). Der DNA-
Replikationsinitiator RepC ist hierbei namensgebend und exklusiv in Alphaproteobakterien bekannt. 
repABC-basierte Replikons weisen eine erweiterte Transkriptionseinheit auf, die neben RepC einen zum 
ParAB-System homologen Segregationsapparat kodiert. Abb. 2.3B stellt den konservierten Aufbau eines 
repABC-basierten Replikationsursprungs dar, der im Folgenden als Einheit aus Operon und assoziierter 
Elemente definiert sei. 
  
Abbildung 2.3: Organisation des mehrteiligen Genoms von S. meliloti. A: Architektur der Replikons. Struktur-verleihende 
Elemente geben Chromosom (Chr), Megaplasmid pSymA und Chromid pSymB eine symmetrische Struktur, die die Definition 
eines linken und rechten Replichors (lR, rR) mit ori-ter-Orientierung ermöglicht (Hendrickson und Lawrence, 2006). Das Gen 
des chromosomalen Replikationsinitiators DnaA liegt mit ~400 kb Abstand ungewöhnlich weit vom chromosomalen 
Replikationsursprung (oriC) entfernt (Galibert et al., 2001). oriA/B: Replikationsursprung pSymA/B. terA/B/C: Terminus-Region 
von pSymA/B und Chromosom. B: Schematische Darstellung des konservierten Aufbaus eines repABC-basierten 
Replikationsursprungs. Das repS-Motiv ist eine 16 bp große, palindromische RepB-Bindesequenz, die in ein- bis sechsfacher 
Ausführung über die repABC-Region verteilt sein kann (Soberón et al., 2004; MacLellan et al., 2006) und die RepAB-basierte 
Segregation vermittelt (Pinto et al., 2012). RepB stimuliert zudem die Bindung von RepA an einen Operator innerhalb des 
Promotors (PABC), wodurch eine Reprimierung der Transkription des Operons erzielt wird. Eine Regulation der repC Expression 
erfolgt außerdem auf post-transkriptioneller Ebene mittels der regulatorischen ctRNA (α), die grundsätzlich zwischen repB und 
repC in reverser Orientierung kodiert ist. Die ctRNA bindet spezifisch die SD-Seuqenz der RepC mRNA, wodurch die 
Translationsrate des Replikationsinitiators reguliert wird (Cervantes-Rivera et al., 2010; Rivera-Urbalejo et al., 2015). Pα: 
Promotor der ctRNA.  
 
Wie bereits im Jahr 1989 anhand des Tumor-induzierenden Plasmids pTi aus A. tumefaciens 
nachgewiesen wurde (Tabata et al., 1989), enthält die repABC-Kassette alle zur Vererbung des Replikons 
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notwendigen Elemente (Ramírez-Romero et al., 2000; Pappas und Winans, 2003b). repC stellt hierbei die 
Minimalregion des Replikationsursprungs dar (Cervantes-Rivera et al., 2011; Cevallos et al., 2008). Die 
Gensequenz weist nahe des Zentrums eine ~150 bp große, AT-reiche Region auf, die RepC bindet und 
vermutlich im Zusammenspiel mit noch unbekannten Faktoren die Assemblierung des 
Replikationskomplexes vermittelt (Pinto et al., 2011). AT-reiche Sequenzen sind typische Bindestellen 
für chromosomale Replikationsinitiatoren wie DnaA (Rajewska et al., 2012), das auch in S. meliloti für 
die Replikationsinitiation des Chromosoms verantwortlich ist (Sibley et al., 2006). DnaA konnte jedoch 
keine regulatorische Funktion zur Megaplasmid-Replikation nachgewiesen werden (Frage et al., 2016), 
und Faktoren, die diesen Prozess mit dem Zellzyklus synchronisieren, sind gänzlich unbekannt. 
Zentromer-ähnliche repS-Sequenzen vermitteln die Bildung eines Nukleoproteinkomplexes mit RepAB, 
der die Polymerisierung der ATPase RepA induziert und die treibende Kraft zur Segregation der 
duplizierten Replikationsursprünge bereitstellt (Gerdes et al., 2010; Schumacher, 2012). pSymA und 
pSymB weisen dabei in S. meliloti eine auf das Chromosom abgestimmte Koordination auf (Frage et al., 
2016). Während die Replikationursprünge aller drei Replikons zu Beginn eines Zellzyklus nahe des alten 
Zellpols lokalisieren, wandern diese Regionen zunächst in Richtung Zellmitte, woraufhin ihre replizierten 
Kopien in definierter Reihenfolge zu beiden Zellpolen segregieren. Auch die molekularen Mechanismen, 
die dieses räumlich und zeitlich regulierte Segregationsverhalten koordinieren, sind noch unverstanden. 
Eine stabile Vererbung und sehr niedrige Kopienzahl sind Chromosomen-ähnliche Eigenschaften 
repABC-basierter Plasmide und auf die feinjustierte Expressionsregulation des zugrundeliegenden 
Operons zurückzuführen (Pinto et al., 2012; Mazur und Koper, 2012; Cevallos et al., 2008). Die 
Merkmale sind außerdem auf artfremde Plasmide und über die Artgrenze hinweg übertragbar. So weist in 
S. meliloti ein mit repABpSymA-Kassette versehener Vektor in einem pSymA-freien Hintergrund eine 
stabilisierte Vererbung auf (MacLellan et al., 2006). Ähnliches wurde auf Basis der RtTA1-stämmigen 
repAB- bzw. repABC-Regionen aus Rhizobium leguminosarum bv. trifolii dokumentiert, die die stabile 
Segregation rekombinanter Plasmide in A. tumefaciens vermitteln (Koper et al., 2016). Mit repS, repAB, 
der ctRNA und repC wurden zudem alle bekannten Komponenten des Replikationsursprungs als in-trans 
wirkende Inkompatibilitätsfaktoren identifiziert (Pérez-Oseguera und Cevallos, 2013; Cervantes-Rivera et 
al., 2011; Ramírez-Romero et al., 2000; Yip et al., 2015; Rivera-Urbalejo et al., 2015; Koper et al., 2016; 
MacLellan et al., 2006; Mazur et al., 2011), die eine Co-Existenz mehrerer Kopien desselben Derivates 
unterbinden und gleichsam die Existenz einer Vielzahl verschiedener Inkompatibilitätsgruppen 
implizieren. Ein ausdifferenziertes Kompatibilitätssystem sowie die autonome Funktionalität sind 
bemerkenswerte Eigenschaften bislang charakterisierter repABC-Kassetten und könnten zur Entwicklung 
neuer Vektorsysteme beitragen, die sich die Vorzüge dieser Replikationsursprünge zunutze machen und 
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den Bedarf neuer DNA-Vehikel für synthetisch-biologische Anwendungen in S. meliloti und verwandten 
Spezies bedienen (Yip et al., 2015). 
 
2.2.2 Sinorhizobium meliloti als Modellorganismus der Synthetischen Mikrobiologie 
Genetische Modifikationen in S. meliloti beruhen üblicherweise auf der Konjugation von DNA-
Konstrukten, die mit Hilfe replizierender, pBBR1- und RK2-basierter broad-host-range Vektoren, bzw. 
integrativer, pMB1-basierter Plasmide in die Zelle eingebracht werden (Khan et al., 2008; Hübner et al., 
1991, Schäfer et al., 1994). Nicht-replikative Konstrukte integrieren in S. meliloti via HR spezifisch in 
einen genomischen Lokus, der durch eine homologe DNA-Sequenz definiert wird. Zur anschließenden 
Deletion des Plasmid-Backbones, die mittels eines zweiten HR-Ereignisses erzielt werden kann, wurde 
ein Gegenselektions-Verfahren zur Identifizierung positiver Transkonjuganten entwickelt (Hynes et al., 
1989; Schäfer et al., 1994). Bei diesem Marker handelt es sich um sacB, dessen Produkt, die 
Levansucrase, das für die Zellen toxische Polysaccharid Levan synthetisiert. Die „Saccharose-Selektion“ 
erlaubt eine positive Selektion auf die Deletion eines definierten Sequenzabschnittes (oder Plasmids), da 
der hiermit einhergehende Verlust des sacB-Gens der Zelle ermöglicht, auf Saccharose-haltigem Medium 
zu wachsen.  
Umfangreiches Genetic Engineering setzt nicht nur die Verfügbarkeit adäquater DNA-Vehikel und 
genetischer Werkzeuge voraus, es profitiert auch von einer hohen genomischen Plastizität des Chassis-
Organismus (Kap. 2.1.2). Tatsächlich weist die mehrteilige Genomarchitektur rhizobieller Arten 
diesbezüglich eine erstaunliche Flexibilität und Robustheit selbst gegenüber Co-Integrationen ganzer 
Replikons auf (Mavingui et al., 2002; Guo et al., 2003). S. meliloti toleriert außerdem substantielle 
Genom-Reduktionen. Das Tn5-Transposon ist das erste Werkzeug, das umfangreiche Genome 
Engineering-Ansätze dieser Art ermöglichte (Hynes et al., 1989). In seriellen Transposon-Mutagenese-
Runden und unter Zuhilfenahme des Gegenselektionsmarkers sacB gelangen so unspezifische Deletionen 
viele hundert kb umfassender Regionen und sogar die vollständige Deletion von pSymA (Hynes et al., 
1989; Oresnik et al., 2000). Dank der nachfolgenden Identifizierung und partiellen Analyse von 211 
Toxin-Antitoxinsystemen, der Identifizierung der pSymB-kodierten, essentiellen Gene engA und tRNAarg, 
sowie der Etablierung Flp/FRT- und phiC31-basierter Deletions- bzw. Integrationssysteme (Kap. 2.1.1.2) 
wurde der Top-Down-Ansatz in S. meliloti jedoch drastisch optimiert (Makarova et al., 2009; Milunovic 
et al., 2014; diCenzo et al., 2013). So konnte mit der Deletion beider Megaplasmide die bislang größte 
genomische Reduktion eines prokaryotischen Genoms erzielt und auf Basis dieses Minimalgenoms eine 
Engineering-Plattform zur genetischen Rekonstruktion der symbiotischen Stickstoffixierung generiert 
werden (diCenzo et al., 2014; diCenzo et al., 2016). S. meliloti könnte sich darüber hinaus als 
Produktionsstamm für Exopolysaccharide und Vitamine eignen (Becker, 2015; Dong et al., 2016). 
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In Anbetracht des breiten Methodenspektrums, welches den eindrücklichen Genetic Engineering-
Anwendungen in bekannten Chassis-Organismen zugrunde liegt (Kap. 2.1.2), wird jedoch deutlich, dass 
vergleichbare Verfahren in S. meliloti nicht zuletzt aufgrund unzulänglicher genetischer Techniken und 
einer geringen Auswahl adäquater DNA-Vehikel limitiert sind. Insbesondere die HR-basierte DNA-
Modifikation mittels klassischer Klonierungsvektoren zieht im Vergleich zu modernen, Vektor-
unabhängigen Editing-Methoden (Kap. 2.1.2) zeitaufwändige Klonierungsprozesse nach sich. Bislang 
verfügbare Rekombinasesysteme erlauben zudem nur schrittweise Reaktionen, da im Genom 
verbleibende, funktionelle Elemente wie Rekombinase-Erkennungssequenzen Folgereaktionen 
korrumpieren. In Chassis-Organismen wie B. subtilis und E. coli kann zudem auf DNA-Vehikel 
zurückgegriffen werden, die die Assemblierung, Aufrechterhaltung und den Transfer sehr großer DNA-
Moleküle ermöglichen (Kap. 2.1.2). Dementsprechend sind nicht nur leistungsfähigere Klonierungstechniken, 
sondern auch DNA-Vehikel mit hoher Klonierungskapazität notwendig, um das Potential von S. meliloti 
in biotechnologisch-synthetischen Anwendungsgebieten auszuschöpfen.  
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2.3 Ziele der Arbeit 
S. meliloti ist ein biotechnologisch relevanter Modellorganismus mit mehrteiliger Genomarchitektur, die 
großes Potential hinsichtlich neuer Genetic Engineering-Anwendungen birgt. Das Ziel dieser Arbeit ist es 
daher, S. meliloti als Chassis-Organismus in der Synthetischen Mikrobiologie zu etablieren. Eine geringe 
Elektroporationskapazität erschwert jedoch die genetische Modifikationen des Wildtyp-Stammes. Aus 
diesem Grund soll eine hsdR-Deletionsmutante hergestellt und die Transformationskapazität quantifiziert 
werden. Unzulängliche Genome Editing-Werkzeuge erfordern außerdem die Entwicklung neuer 
genetischer Methoden. Daher soll eine effiziente Genome Editing-Methode zur genomischen Integration 
heterologer DNA gefunden, und leistungsfähige, Cre/lox-basierte Rekombinasesysteme zur Deletionen, 
Inversionen und Fusionen großer DNA-Moleküle etabliert werden. Bei der Entwicklung neuer 
Rekombinationssysteme stellt zudem die Optimierung der zugrundeliegenden Klonierungsstrategien 
sowie die Konstruktion funktioneller Elemente genetischer Schaltkreise einen zentralen Aspekt dar.  
 
Die funktionelle Charakterisierung repABC-basierter Replikationsursprünge verschiedener α-Rhizobien 
bildet weiterhin die Grundlage einer neuen Shuttle-Vektor-Familie. Die Vektoren sollen in E. coli und in 
S. meliloti replikativ sein und klassische Klonierungen, aber auch eine Adaptation in moderne 
Assemblierungssysteme ermöglichen. Ein modulares Assemblierungssystem soll daher die effiziente in-
vitro Konstruktion neuer Vektor-Derivate gewährleisten und die Ansprüche an moderne Plasmid-Systeme 
erfüllen. Funktionelle Einheiten eines Vektors wie Replikationsursprung, Resistenzkassette oder multiple 
cloning site (MCS) werden daher spezifischen Modulen zugeordnet und die jeweiligen „Bausteine“ in 
Form einer DNA-Bibliothek bereitgestellt. 
 
In dieser Arbeit entwickelte Cre/lox-Rekombinationssysteme sollen auch experimentelle Ansätze zur 
mechanistischen Untersuchung des mehrteiligen Genoms von S. meliloti ermöglichen und so zu einem 
vertieften Verständnis der Chromosomenbiologie dieses Organismus beitragen. repABC-basierte 
Replikationsursprünge dienen hingegen der Konstruktion von DNA-Vehikeln, die in einem neuen 
Klonierungsverfahren die biotechnologischen Ressourcen von S. meliloti und verwandten Spezies 
genetisch zugänglich machen sollen.   
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3. Ergebnisse und Diskussion 
 
3.1 Optimierung und Entwicklung neuer Genome Editing- und Engineering-
Verfahren für Sinorhizobium meliloti 
3.1.1 Etablierung von Sinorhizobium meliloti Rm1021 als Engineering-Plattform  
Eine grundlegende Voraussetzung eines Chassis-Organismus in der Synthetischen Mikrobiologie ist seine 
genetische Zugänglichkeit, die oftmals durch eine geringe Aufnahmekapazität von Fremd-DNA limitiert 
wird (Kap. 2.1.2). RM-Systeme degradieren heterologe DNA mit ungeeignetem Methylierungsmuster 
(Murray, 2000) und reduzieren die Transformationseffizienz des S. meliloti Wildtyp-Stammes Rm1021 
drastisch (Ferri et al., 2010). Um diese Barriere zu beheben, wurde eine stabile hsdR-Deletionsmutante 
hergestellt und charakterisiert (Kap. 6.3). S. meliloti SmΔhsdR weist bei Transformation mit einem 
replizierenden Vektor im Vergleich zum Wildtyp-Stamm eine ~2,6-fach erhöhte Konjugationseffizienz, 
und eine >1000-fach erhöhte Elektroporationseffizienz auf. Das durch hsdMSR kodierte RM-System stellt 
in S. meliloti folglich eine starke Transformations-Barriere dar und limitiert Anwendungen, die einer 
hohen Transformationseffizienz oder dem Transfer besonders großer DNA-Moleküle bedürfen. Auf den 
Transformationserfolg integrativer Konstrukte hat das native Restriktionsenzym hingegen keine 
Auswirkungen.  
Ein alternativer Ansatz zur Erhöhung der Transformationseffizienz von Wildtyp S. meliloti ist die 
Modifizierung des Methylierungsmusters der Plasmid-DNA im Donor-Organismus. Zu diesem Zweck 
wurde im Rahmen dieser Arbeit der E. coli-Stamm DH5α109 hergestellt, der die S. meliloti-stämmigen 
DNA-Methyltransferasegene ccrM und hsdMS auf einem Helferplasmid unter Kontrolle des Arabinose-
induzierbaren Promotors PBAD (Guzman et al., 1995) trägt und als Plasmid-Donor eine zehnfach erhöhte 
Elektroporationseffizienz in S. meliloti Rm1021 erzielt. Tatsächlich ist eine zusätzliche Induzierung des 
Systems nicht notwendig und die Hintergrundexpression des eingebrachten Operons genügt, um die 
maximale Effizienzsteigerung zu erzielen. Aufgrund der Größe des Helferplasmids von ~25 kb wird 
dessen Co-Transformation zudem effektiv unterbunden, und seine Anwendung stellt eine ähnlich 
effiziente, aber weniger aufwendige Alternative zu in-vitro Methylierungssystemen dar (Chen et al., 
2008; Donahue et al., 2000; Kwak et al., 2002). Das Konzept der Manipulation der DNA-Methylierung 
im DNA-Donor birgt jedoch auch potentielle Nachteile. Wie im Falle von HsdMS sind die Ziel-
Sequenzen der RM-Systeme oft unbekannt, und auch die Spezifität des heterolog exprimierten 
Methylasekomplexes ist fraglich. Da eine Störung des E. coli Methylierungssystems DNA-
Reparaturmechanismen beeinträchtigen kann (Marinus, 2010), sollte insbesondere eine erhöhte 
Mutationsrate der Plasmid-DNA ausgeschlossen werden. 
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Genome Engineering setzt in der Regel eine aufwändige Präparation des Zielgenoms mit verschiedenen 
funktionellen Elementen voraus und profitiert daher in besonderem Maße von verbesserten Genome 
Editing-Methoden (Kap. 2.1.2). Bei seriellen genomischen Integrationen provozieren jedoch homologe 
Bereiche der integrativen Vektoren unerwünschte Co-Integrationen und erfordern aufwändige 
Klonierungsprozesse, die dies verhindern. Die Elektroporation linearer Donor-DNA mit homologen 
Enden, die via doppelter HR ortsspezifisch integriert, stellt daher in Modellorganismen wie B. subtilis 
oder Pseudomonas aeruginosa eine elegante Methode dar, um unerwünschten Co-Integrationen über 
Vektor-stämmige Sequenzen vorzubeugen (Itaya und Tanaka, 1990; Chen und Leung, 2016). Wie viele 
Prokaryoten, die keine natürliche Kompetenz aufweisen, lässt sich S. meliloti jedoch nicht mit linearer 
DNA transformieren. Um ein Plasmid-Backbone nach genomischer Integration im Zuge einer weiteren 
HR zu deletieren, wurde die sacB-basierte Gegenselektion auf Saccharose-Sensitivität etabliert (Kap. 2.2.2). 
Die Herstellung entsprechender Konstrukte sowie die zugrundeliegende Selektionsprozedur sind jedoch 
sehr aufwändig und limitieren die Anzahl genomischer Manipulationen in einem zeitlich annehmbaren 
Rahmen.  
Tatsächlich führt in S. meliloti Rm1021 auch eine Elektroporation zirkularisierter DNA-Fragmente, 
bestehend aus einer homologen Sequenz und einer Resistenzkassette, zu einer genomischen Integration 
(Kap. 6.3). In Folge dieser Erkenntnis wurde in dieser Arbeit eine HR-basierte Genome Editing-Methode 
entwickelt (cloning-free genome editing, CFGE), die auf der Elektroporation zirkularisierter PCR-
Produkte beruht. Hierzu werden mindestens ein zur Zielsequenz homologes DNA-Fragment und eine 
Antibiotikaresistenzkassette zu einem zirkulären DNA-Molekül fusioniert. PCR-Amplifikate können 
sowohl blunt-end (ungerichtet, auf zwei DNA-Fragmente beschränkt), als auch in vorgegebener 
Orientierung und größerer Zahl via ligase cycling reaction (LCR) miteinander fusioniert und 
anschließend in elektrokompetente Zellen eingebracht werden. Die Notwendigkeit einer homologen 
DNA-Sequenz sowie die mit integrativen Konstrukten vergleichbar niedrige Integrationsfrequenz legen 
dabei nahe, dass sich die genomische Integration mittels eines HR-basierten Mechanismus vollzieht.  
CFGE wurde in dieser Arbeit erfolgreich in den Alphaproteobakterien S. meliloti und A. tumefaciens, 
sowie dem biotechnologisch relevanten Gammaproteobakterium Xanthomonas campestris zur Gen-
Inaktivierung angewandt. Dies deutet auf ein potentiell breites Anwendungsgebiet der CFGE-Methode 
innerhalb der Proteobakterien hin. Da dank der effizienten in-vitro Assemblierungsmethode die 
aufwändige Klonierung integrativer Konstrukte entfällt, stellt CFGE die schnellste beschriebene Genome 
Editing-Technik in hiesigen Organismen dar. 
 
Die geringe Transformationseffizienz integrativer Konstrukte schränkt CFGE-basierte Anwendungen in 
S. meliloti jedoch ein und limitiert langfristig die Attraktivität dieses Organismus in der Synthetischen 
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Mikrobiologie. Ein Lösungsansatz zur Steigerung der Integrationsfrequenz heterologer DNA während des 
Transformationsprozesses könnte in der Modulation des HR-Apparates liegen. Die chromosomale 
Integration heterologer DNA ist in der Regel RecA-abhängig (Kap. 2.1.1.1). Eine Inaktivierung von AddA und 
RecB in B. subtilis bzw. E. coli hat zudem einen stark negativen Einfluss auf die Häufigkeit der HR-
Frequenz (Zuñiga-Castillo et al., 2004). In dem Alphaproteobakterium Rhizobium etli scheint die HR-
vermittelte Integration von Plasmid-DNA hingegen insbesondere von RecF abhängig zu sein (Zuñiga-
Castillo et al., 2004). Eine transiente Überexpression nativer Gene des Rekombinationsapparates wie 
recA, addAB und recF ist daher eine naheliegende Möglichkeit, die HR-Frequenz in S. melilioti zu 
steigern. Alternativ wäre zudem eine Inaktivierung von ssDNA-Exonukleasen denkbar, die sich in E. coli 
negativ auf die Häufigkeit von HR-Ereignissen auswirken (Feschenko et al., 2003). In Anbetracht der 
hohen Effizienz CRISPR/Cas9-induzierter HR in Proteobakterien (Jiang et al., 2015; Pyne et al., 2015), 
Firmicuten (Altenbuchner, 2016; Zhang et al., 2016; Westbrook et al., 2016; Wang et al., 2015; Wang et 
al., 2016b; Oh und van Pijkeren, 2014) und Actinobakterien (Cobb und Wang, 2015; Wang et al., 2016a) 
stellt jedoch das CRISPR-System die vielversprechendste Technik dar, um Genome Editing auch in 
Alphaproteobakterien zu erleichtern. In den meisten Prokaryoten werden Cas9-vermittelte DNA-
Strangbrüche via HR-basierter Mechanismen repariert (Bowater und Doherty, 2006; Shuman und 
Glickman, 2007), und CRISPR-basiertes Genome Editing macht sich diese Eigenschaft zunutze (Kap. 2.1.1.1). 
Die Etablierung des CRISPR/Cas9-Systems in S. meliloti bietet sich insbesondere zur Optimierung der 
CFGE-Methode an. Die potentiell sehr hohe Effizienz des CRISPR-Systems sowie die hohe Letalität bei 
self-targeting unmodifizierter Ziel-Sequenzen stellen hierbei zudem Marker-freie Selektionstrategien in 
Aussicht (Kap. 2.1.1.1). NHEJ birgt in S. meliloti weiterhin das Potential, Cas9-vermittelte DSBs mit Hilfe 
linearer Donor-DNA zu reparieren (Kobayashi et al., 2008). In einem NHEJ/CRISPR-basierten Editing-
Ansatz wäre folglich nur noch die Herstellung und Elektroporation eines linearen DNA-Fragments 
erforderlich.   
 
3.1.2 Cre/lox-Rekombinationssysteme ermöglichen substantielle Genom-Umstrukturierungen 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Cre/lox basierte Rekombinationssysteme zur Deletion, Inversion und 
Fusion großer DNA-Moleküle in S. meliloti entwickelt (Abb. 3.1). Basierend auf einem von Harrison et al. 
(2011) bereitgestellten Rekombinase-Expressionssystem wurden die S. meliloti-Stämme SmCre und 
SmCreΔhsdR konstruiert, die eine stabile Integration des Rekombinase-Gens unter Kontrolle des Taurin-
induzierbaren Promotors PtauXY aufweisen (Kap. 6.3). Nicht-induzierte Zellkulturen weisen aufgrund der 
geringen, basalen Expressionsstärke der nativen Promotorregion keine signifikante Rekombinaseaktivität 
auf (Harrison et al., 2011). Das System zeichnet sich daher als robustes Engineering-Werkzeug für 
komplexe Rekombinationsstrategien aus. 
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Cre ermöglicht unabhängig spezieller Wirtsfaktoren die ortsspezifische Rekombination zur Deletion 
„gefloxter“ DNA-Fragmente (Kap. 2.1.2.2). Die in dieser Arbeit hergestellten Basis-Konstrukte pCreDelL und 
pCreDelR sind universell nutzbar und Teil eines standardisierten Deletionssystems für S. meliloti. Dieses 
lässt sich mit geringem Klonierungsaufwand auf beliebige Genomabschnitte adaptieren. Seine Funktion 
wurde in dieser Arbeit anhand der Exzision eines ~24 kb großen Gen-Clusters demonstriert. Um die das 
DNA-Fragment flankierenden Sequenzbereiche mittels einfacher HR sukzessive zu präparieren, wurde 
die Cre-Erkennungssequenz loxR mit mutiertem RE-Element via CFGE stromabwärts der Region 
integriert (Abb. 3.1A). Dies ermöglichte eine unmittelbare Insertion von pCreDelL (loxL) stromaufwärts des 
Gen-Clusters, ohne eine Fehlintegration über Plasmid-stämmige Sequenzen zu provozieren. Aufgrund der 
parallelen Anordnung der lox-Sequenzen führte die anschließende Cre-Rekombination zur Exzision der 
„gefloxten“ Region und infolgedessen zu deren Deletion. Die Positivrate lag bei 67%. Die sacB-
vermittelte Saccharose-Selektion kann somit als zuverlässige Selektionsmethode in ortsspezifischen 
Rekombinasesystemen angesehen werden.  
 
Hauptmerkmale des etablierten Cre/lox-Deletionssystems sind somit ein stark reduzierter 
Klonierungsaufwand, eine hohe Positivrate sowie eine minimale Deletionsregion, die lediglich eine 
loxLR-Sequenz mit reduziertem Rekombinationspotential aufweist und daher lox-vermittelte 
Folgereaktionen ermöglicht. Ein Flp/FRT-basiertes System, mithilfe dessen großangelegte 
Deletionsstudien in S. meliloti durchgeführt wurden, limitiert hingegen aufgrund im Genom verbleibender 
Selektionsmarker eine sequentielle Anwendung (Milunovic et al., 2014). Auch ein für A. tumefaciens 
entwickeltes Cre/loxP-Deletionssystem bedarf einer vergleichsweise aufwändigen Klonierung (Liu et al., 
2016). Eine loxP Sequenz, die im Genom verbleibt, verwehrt zudem ortsspezifische Folgereaktionen. Das 
in dieser Arbeit etablierte Cre/lox-Deletionssystem hat somit grundlegende Vorzüge gegenüber bekannten 
Rekombinasesystemen in α-Rhizobien. Großes Potential liegt jedoch weiterhin in der Reduzierung des 
Klonierungsaufwandes, der nicht nur mittels einer Optimierung der CFGE-Methode erzielt werden kann. 
Eine alternative Rekombinationsstrategie, die überhaupt keiner Klonierung bedarf, wurde zuletzt mittels 
eines modifizierten Gin-Rekombinasesystems zur Deletion in humanen Zellen etabliert (Chaikind et al., 
2016). So ermöglichte das Fusionskonstrukt RecCas9, ein dCas9-Gin-Hybrid, die sgRNA-vermittelte 
Deletion eines chromosomalen Fragments ohne vorherige Insertion der Erkennungssequenzen. Dies ist 
möglich, da die Serin-Rekombinase mit Unterstützung von dCas9 auch 20 bp kleine pseudo-
Erkennungssequenzen als Substrat akzeptiert (Chaikind et al., 2016). Die Fusion von dCas9 mit 
ortsspezifischen Rekombinasen könnte auch Engineering-Verfahren in Prokaryoten erheblich erleichtern.  
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung entwickelter Cre/lox-Rekombinationssysteme für Genetic Engineering in S. meliloti. 
Dreigliedrige Pfeile kennzeichnen die Orientierung von lox-Sequenzen mit Mutationen (rot) im linken (loxL) oder rechten Arm 
(loxR). H1-3: Homologe Regionen. Ringstruktur: Transkriptionsterminator. A: Cre/lox-vermittelte Deletion großer DNA 
Fragmente. In einem ersten Schritt wird loxR mittels CFGE stromabwärts der zu deletierenden Region (Δ) integriert. Eine 
einfache HR führt zur anschließenden Integration von loxL. Der Vektor umfasst außerdem das Levansucrase-kodierende Gen 
sacB und ermöglicht somit die Saccharose-Selektion auf den Verlust von Region Δ nach Cre-Induktion. R1/2: 
Resistenzkassetten. B: Cre/lox-vermittelte Inversion großer DNA-Fragmente. Das im Rahmen der Masterarbeit von Meike 
Brennecke experimentell überprüfte Inversionssystem basiert auf Cre-Erkennungssequenzen in Kopf-zu-Kopf-Orientierung und 
einem Wechsel der Antibiotika-Resistenz nach erfolgreicher Inversion der „gefloxten“ Region. R1/2: Resistenzgene. C: Cre/lox-
Fusion der bereits vereinten Megaplasmide (pSymAB) mit dem Chromosom in S. meliloti SmAB. Eine detaillierte Beschreibung 
der Konstruktion ist in Kapitel 6.1 zu finden. i) Ein Transkriptionsterminator verhindert die vorzeitige Expression eines 
Resistenzgens (R) auf pSymAB. Eine sacB-basierte Gegenselektion ermöglicht nach Cre-Rekombination die HR-vermittelte 
Deletion einer funktionellen loxP-Sequenz, des Transkriptionsterminators, und des Plasmid-Backbones. Der resultierende Stamm 
SmABC weist Resistenzkassetten auf, die lediglich inaktivierte loxLR-Sequenzen enthalten. Die Replichor-Verhältnisse (lR:rR) 
von Chr+pSymAB sind nahezu ausgeglichen. oriA/B/C: Replikationsursprung von pSymA, pSymB und Chromosom. ter: 
Terminus-Region. Chr: Chromosom. ii) Pulsfeld-Gelelektrophorese zum Nachweis der Replikon-Fusionen. Die Linearisierung 
genomischer DNA aus S. meliloti Rm1021 (Wt), SmAB (AB) und SmABC (ABC) mit dem Restriktionsenzym PacI resultiert in 
einem spezifischen Bandenmuster. Die Auftrennung erfolgte im Bereich 0,5 – 1,5 Mb. Wt: 1,3 Mb (pSymA); 1,15 Mb (pSymB 
Fragment); 0,53 Mb (pSymB Fragment). SmAB: 0,84 Mb (pSymAB Fragment); 0,53 Mb (pSymB Fragment). SmABC: 0,53 Mb 
(pSymB Fragment). M: Yeast Chromosome PFG Marker (NEB).  
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Mittels spezifischer Mutationen im Spacer-Bereich von loxP kann das Repertoire alternativer lox-
Sequenzen erweitert werden (Langer et al., 2002; Lee und Saito, 1998; Missirlis et al., 2006). In dieser 
Arbeit konnten vier Spacer-Mutanten identifiziert werden, die in S. meliloti exklusiv mit sich selbst und 
in hoher Effizienz rekombinieren (Kap. 6.3). Die Ergebnisse widersprechen dem Konsens, dass 
heterospezifische lox-Sequenzen aufgrund der relativ kleinen Crossover-Region zu einer signifikant 
reduzierten Reaktionsspezifität bei verminderter Rekombinationsfrequenz neigen (Turan et al., 2011). Die 
Möglichkeit, mittels mutierter RE/LE-Elemente die Direktionalität der Cre-Reaktion zu forcieren, stellt 
zudem einen großen Vorteil gegenüber dem Flp/FRT-Rekombinasesystem dar und erlaubt die 
Entwicklung komplexer Rekombinationsstrategien. Da die Frequenz einer loxLR-vermittelten 
Rekombination gegenüber loxP jedoch nur ~50-fach reduziert ist, bedürfen Rekombinationsprodukte 
entsprechender SmCre-Derivate jedoch einer stetigen Selektion. Um unbeabsichtigte 
Rekombinationsreaktionen zu unterbinden, sollte daher langfristig eine Kombination orthogonaler und 
unidirektionaler Rekombinasesysteme in Betracht gezogen werden. Insbesondere Integrase-Systeme wie 
phiC31 und IntA, die bereits in S. meliloti bzw. R. etli etabliert wurden (diCenzo et al., 2013; Hernández-
Tamayo et al., 2016), bieten sich für entsprechende Integrations-Anwendungen an.  
In noch unpublizierten Arbeiten wurden Systeme zur Inversion und Replikon-Fusion entwickelt, die das 
Repertoire Cre/lox-basierter Rekombinationsstrategien in S. meliloti vervollständigen. Im Falle einer 
Anordnung der loxP-Sequenzen in „Kopf-zu-Kopf“-Orientierung vermittelt Cre eine Inversion der 
flankierten Sequenz (Kap. 2.1.2.2). Ein universell anwendbares, Cre/lox-basiertes Inversionssystem wurde 
konzipiert und im Rahmen der Masterarbeit von Meike Brennecke erfolgreich anhand der Inversion einer 
24 kb großen genomischen Region demonstriert (Abb. 3.1B). Die serielle Anwendung dieses Systems ist 
jedoch problematisch, da zuvor integrierte Elemente und eine native loxP-Sequenz prinzipbedingt im 
Genom verbleiben. 
Obwohl Cre die Exzisions- gegenüber der Integrationsreaktion bevorzugt (Turan et al., 2013), konnten im 
Rahmen dieser Arbeit Replikon-Fusionsreaktionen zwischen 1,3 - 3,7 Mb großen Replikons in hoher 
Effizienz erzielt werden. Nach dem Vorbild eines S. meliloti-Derivats, das homologe Co-Integrationen 
zwischen den duplizierten Genregionen von nodPQ (pSymA und pSymB) und algI (pSymB und 
Chromosom) aufweist (Guo et al., 2003), wurde mit Hilfe einer Cre/lox-basierten Klonierungsstrategie 
die vollständige Fusion des Genoms von S. meliloti erzielt. Hierzu wurden zunächst die Megaplasmide 
pSymA und pSymB (SmAB), und daraufhin das Chromosom mit pSymAB ineinander integriert, woraus 
schließlich das 6,68 Mb große Replikon des S. meliloti-Stammes SmABC hervorging (Abb. 3.1C). 
(Sekundär-) Chromosome weisen eine evolutionär geprägte Symmetrie auf (Lobry und Louarn, 2003; 
Hendrickson und Lawrence, 2006; Touzain et al., 2011), die sich in S. meliloti in einer gleichmäßigen 
Anordnung von Replikationsursprung und Terminus-Region sowie der spezifischen Verteilung weiterer 
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Symmetrie-Elemente äußert (Hendrickson und Lawrence, 2006). Daher war es fraglich, ob S. meliloti 
genomische Modifizierungen in einem Maßstab toleriert, der diese Balance erheblich stören würde. Die 
erfolgreiche Herstellung von sechszehn S. meliloti SmAB-basierten Replikon-Fusionsstämmen, die im 
Rahmen der Masterarbeit von Meike Brennecke durchgeführt wurde, stellt daher ein Schlüsselexperiment 
dar. S. meliloti SmABC weist ausgeglichene Replichor-Verhältnisse und in Vollmedium eine mit dem 
Wildtyp vergleichbare Fitness auf (Brenecke, 2016). Neue SmABC-Derivate mit variablen Replichor-
Verhältnissen deuten hingegen eine Korrelation zwischen Replikon-Symmetrie und Wachstumsrate an, 
wobei die Wachstumsrate bei zunehmend unausgeglichenen Replichor-Verhältnissen abnimmt 
(Brennecke, 2016). Dennoch gelang die Herstellung fusionierter Replikons mit stark unausgeglichenen 
Replichor-Verhältnissen, und selbst S. meliloti-Derivate, deren Genom eine Unterbrechung der oriV-ter-
Abfolge aufweist, sind vital (Brennecke, 2016).  
S. meliloti-Stämme mit gänzlich neuer Genomarchitektur sind lebensfähig und beweisen einen in 
Hinblick auf die Replikon-Organisation und -Struktur erstaunlich hohen Grad an Flexibilität. Dieser 
gewährt großen Spielraum in zukünftigen Engineering-Anwendungen, ermöglicht aber auch neue 
Ansätze zur funktionellen Untersuchung der Chromosomenbiologie. Ein umfassendes Verständnis der 
zugrunde liegenden Mechanismen ist notwendig, um die ambitionierten Ziele der Synthetischen Biologie 
in Hinblick auf die Konstruktion subchromosomaler DNA-Moleküle und artifizieller Chromosome zu 
verwirklichen (Kap. 2.1.2). Die zwei- und dreidimensionale Genomorganisation bakterieller 
Modellorganismen wie E. coli, B. subtilis und Vibrio cholerae konnte bereits in hohem Detail aufgeklärt 
werden (Wang und Rudner, 2014; Dekker et al., 2013). So bestimmen Makrodomänen, wie sie in E. coli 
beschrieben sind (Dorman, 2013), die Topologie des Genoms und haben regulatorische Auswirkungen bis 
auf die Ebene der Genexpression (Slager und Veening, 2016). Genetische Werkzeuge zur DNA-
Modifikation auf makromolekularer Ebene sind notwendig, um solche übergeordneten Strukturen mit 
spezifischen Funktionen in Beziehung zu bringen. In V. cholerae, einem Modellorganismus zur 
Untersuchung eines mehrteiligen Genoms, ermöglichten erst Rekombinase-vermittelte Inversionen großer 
chromosomaler Regionen die Identifizierung einer Checkpoint-Kontrolle, die die Replikationsinitiation 
des Sekundärchromosoms reguliert (Val et al., 2016). Vergleichbare Erkenntnisse zur Organisation des 
mehrteiligen Genoms rhizobieller Spezies beschränken sich auf die Genomarchitektur und sind 
unzureichend (Guo et al., 2003; Mavingui et al., 2002). Im Rahmen dieser Arbeit entwickelte 
Engineering-Werkzeuge und hergestellte Fusionsstämme unterstützen zukünftige Projekte, in welchen 
mittels fluoreszenzmikroskopischer Verfahren zur Replikon-Markierung (Lau et al., 2003) sowie mit 
Hilfe einer Hi-C-basierten Methode zur topologischen Genomanalyse (Dekker et al., 2013) die 
Aufklärung der raumzeitlichen und strukturellen Genomorganisation angestrebt wird. Dies ermöglicht die 
Ableitung regulatorischer Prinzipien und fundamentaler Design-Regeln eines mehrteiligen Genoms.  
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3.2 Entwicklung neuer Genetic Engineering-Ansätze mit hohem Anwendungs-
potential in biotechnologischen und biologischen Fragestellungen 
3.2.1 repABC-basierte Replikationsursprünge vermitteln Chromosomen-ähnlichen Eigenschaften  
Insbesondere schnell wachsende α-Rhizobien besitzen extra-chromosomale Replikons, die in der Regel 
der RepABC-Familie angehören und im Unterschied zu typischen Plasmiden eine sehr geringe 
Kopienzahl aufweisen (Kap. 2.2.1). Am Beispiel von S. meliloti konnte erstmals die Segregations-Dynamik 
eines mehrteiligen Genoms aus der Gruppe der Alphaproteobakterien im Detail analysiert werden. 
Fluorescent repressor operator system (FROS)-basierte Lokalisierungsstudien zu pSymA und pSymB 
offenbarten dabei eine hochgradig regulierte Koordination, die zu einer präzisen Verteilung der 
duplizierten Replikons auf die Tochterzelle führt und dem Segregationsprozess der Megaplasmide 
chromosomalen Charakter verleiht (Kap. 6.2). Um herauszufinden, ob das zeitlich und räumlich abgestimmte 
Verhalten von pSymA exklusiv durch den repABC-basierten Replikationsursprung determiniert ist, wurde 
in dieser Arbeit das artifizielle Mini-Replikon pART auf Basis der zugrundeliegenden repA2B2C2-
Kassette von pSymA konstruiert. Erwartungsgemäß verhinderten Inkompatibilitätsmechanismen des 
Replikationsursprungs eine Transformation des 11,3 kb großen Replikons in S. meliloti Rm1021, 
wohingegen seine autonome Replikation im pSymA-freien S. meliloti-Stamm Sma818 nachgewiesen 
werden konnte. Tatsächlich imitiert pART das 1,3 Mb große Megaplasmid sowohl hinsichtlich der 
einfachen Kopienzahl, als auch der raumzeitlichen Koordination während des Zellzyklus. Lediglich die 
Stabilität der subpolaren Lokalisierung nach erfolgter Segregation erscheint weniger stabil als bei 
pSymA, was der geringeren Trägheit des 120-fach kleineren DNA-Moleküls geschuldet sein könnte.  
Demzufolge stellt die lediglich ~4 kb umfassende repA2B2C2-Region einen vollwertigen Replikations-
ursprung dar, der die Chromosomen-ähnlichen Eigenschaften eines nativen Megaplasmids auf einen 
nicht-replikativen Vektor überträgt. Dies warf die Frage auf, ob diese Eigenschaften auch durch repABC-
Kassetten artfremder Rhizobien vermittelt wird. Infolgedessen wurden in dieser Arbeit zwölf repABC-
Regionen der α-Rhizobien R. etli, Mesorhizobium loti, A. tumefaciens, Sinorhizobium medicae und 
Sinorhizobium fredii auf die Eigenschaft hin überprüft, einem nicht-replikativen Vektor in S. meliloti die 
Fähigkeit zur autonomen Replikation zu verleihen. Während dies im Falle der S. medicae- und S. fredii-
stämmigen repABC-Kassetten vermutlich aufgrund ihrer nahen Verwandtschaft zu S. meliloti nicht 
gelang, konnten R. etli, M. loti und A. tumefaciens als vielversprechende Spender S. meliloti-kompatibler 
Replikationsursprünge identifiziert werden. Diese Beobachtung war wegbereitend für die Entwicklung 
einer repABC-basierten Vektor-Familie sowie einer neuen in-vivo Klonierungsmethode.  
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3.2.1.1 pABC Shuttle-Vektoren sind artifizielle Mini-Replikons mit modularem Aufbau 
Die in Anlehnung an den Replikationsursprung 
rhizobieller Megaplasmide benannten Shuttle-
Vektoren setzen sich aus bis zu fünf Modulen 
zusammen (Kap. 6.4 und Abb. 3.2). Das oriVSm Modul 
beinhaltet repABC-Kassetten aus R. etli, M. loti 
oder A. tumefaciens, die in S. meliloti als 
Replikationsursprung fungieren. Um die 
transkriptionelle Regulation des repABC-Operons 
zu gewährleisten, wird seine Promotor-Region von 
einer synthetischen Terminator-Region flankiert 
(synTer-MCS). Diese enthält vier Kopien der E. 
coli-stämmigen Transkriptionsterminatoren rrnBT1 
und rrnBT2 (Orosz et al., 1991), sowie eine MCS 
mit          mehreren        Restriktionsschnittstellen 
geeigneter  Seltenschneider.  Das   nachfolgende  
oriVEc-Modul stellt E. coli-kompatible Replikationsursprünge bereit, die eine E. coli-basierte 
Konstruktion sowie konventionelle Klonierungstechniken zum Beladen der pABCs ermöglichen. Den 
Transfer eines pABCs mittels des RK2/RP4-Konjugationssystems nach S. meliloti erlaubt das optionale 
oriT-Modul, wohingegen das AR-Modul standardisierte Antibiotikaresistenzkassetten zur Selektion in E. 
coli und S. meliloti bereitstellt. Insgesamt wurden 24 Komponenten hergestellt und in eine DNA-
Bibliothek aufgenommen. Darin enthaltene „Bausteine“ sind von Modul-spezifischen Linker-Sequenzen 
flankiert, die eine LCR-vermittelte Assemblierung der Modul-Fragmente mit Hilfe definierter 
Oligonukleotid-Sets ermöglichen. Bis zu 12 kb große pABC-Derivate wurden assembliert und in E. coli 
DH5α transformiert. Positivraten von >75% bestätigen die hohe Assemblierungseffizienz des optimierten 
LCR-Protokolls (de Kok et al., 2014) sowie die Eignung der eingesetzten Linker-Sequenzen. Das 
entworfene Assemblierungssystem erfüllt somit die Ansprüche moderner Vektor-Plattformen (Durante-
Rodríguez et al., 2014) und erleichert die Integration alternativer bzw. neuer Modul-Typen. 
 
Sechszehn individuelle pABC Shuttle-Vektoren wurden in Zusammenarbeit mit Marcel Wagner auf Basis 
acht verschiedener repABC-Kassetten hergestellt und begründen eine neue Familie replizierender Shuttle-
Vektoren für S. meliloti Rm1021 (Tab. 3.1). 
 
Abbildung 3.2: In dieser Arbeit hergestellte pABC Vektoren 
setzen sich aus bis zu fünf Modulen zusammen, die durch 
spezifische Linker (schwarz) miteinander verbunden sind. 
Während pABCs des Typs A in S. meliloti elektroporiert 
werden müssen, erlauben Vektoren des Typs B und C aufgrund 
des oriT-Moduls den konjugalen Transfer zwischen E. coli und 
S. meliloti. Typ C ermöglicht die Cre/lox-vermittelte Deletion 
der Module oriVEc und oriT, und vermeidet potentiell 
problematische Sequenz-Homologien in multi-pABC-
Systemen. Ring-Struktur: Transkriptionsterminator des synTer-
MCS-Moduls. 
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Tabelle 3.1: Charakterisierte pABC Shuttle-Vektoren. Im Vergleich zu ihren Vorgänger-Derivaten pABCa-c weisen pABC1-6 
Modul-spezifische Linker-Sequenzen zur standardisierten Assemblierung auf. pABC1-lox-Derivate unterscheiden sich durch ihr 
oriT-Modul, das im Falle von pABC1-loxB eine zusätzliche Kopie des Transkriptionsterminators rrnBT2 enthält (vgl. Abb. 
3.2C).  
 
   p42f1/2: repA1B1C1- bzw. repA2B2C2-Region von p42f. pSC101*: pSC101-Derivat. 
Es wurden vier Replikationsursprünge basierend auf p42b-, p42d-, p42e-, und pMlb-stämmigen repABC-
Kassetten identifiziert (korrespondierend mit pABCa-c, pABC1 und pABC4), die eine außergewöhnlich 
hohe Vererbungsstabilität sowie einfache Kopienzahl in S. meliloti Rm1021 vermitteln.  
Letzteres wurde in fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen nachgewiesen. Hierzu wurde ein auf der 
tetR-YFP-tetO- (Lau et al., 2003) und parB-mChr-parS- (Schwartz und Shapiro, 2011) Interaktion 
beruhendes System zur in-vivo Replikon-Markierung etabliert. Der resultierende S. meliloti-Stamm 
JDSm106 ermöglicht eine Taurin-induzierbare Expression der fluoreszenten Reporterproteine und somit 
eine simultane Markierung zwei individueller Replikons. JDSm106-Derivate, die mit parS- bzw. tetO-
Sequenzen markierte pABCa-c- bzw. pABC1- und pABC4-Derivate propagieren, weisen ein bis zwei 
individuelle Fokusse auf. Dies lässt auf eine einfache Kopienzahl der ggf. replizierten Mini-Replikons 
schließen, die außerdem mit Hilfe der qPCR-basierten ΔΔCt-Methode (Livak und Schmittgen, 2001) 
anhand korrespondierender oriVSm Modul-Konstrukte verifiziert wurde. Dieser Befund ist insofern 
überraschend, als dass die in der Literatur als single- bis low-copy beschriebene (Pinto et al., 2012; 
Cervantes-Rivera et al., 2011; Cevallos et al., 2008; McAnulla et al., 2007; Pappas und Winans, 2003a), 
unpräzise Angabe zur Kopienzahl der korrespondierenden Megaplasmide durchaus Abweichungen 
erwarten ließ.  
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Die Vererbung der pABC-eGFP-Derivate wurde hingegen mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie 
überprüft. Hierzu wurden entsprechende S. meliloti-Kulturen über 92 Stunden in nicht-selektivem TY-
Medium inkubiert und regelmäßig verdünnt. Da ein positives EGFP-Signal mit einer erfolgreichen 
Vererbung des Vektors korreliert, erlaubt die Methode eine Quantifizierung des Anteils positiver Zellen. 
Derivate von pABCa-c, pABC1 und pABC4 konnten nach 92-stündigem Wachstum in über 97% der 
analysierten Zellen nachgewiesen werden, während der klassische low-copy Vektor pPHU231 in 45% der 
Zellkultur verloren ging. Diese Ergebnisse stehen mit einem Selektionsmarker-basierten Stabilitätstest im 
Einklang, der die stabile Vererbung korrespondierender oriVSm Modul-Vektoren validiert. Einen 
Sonderfall hinsichtlich der Vererbungsstabilität stellt pABC3 dar. Unabhängige S. meliloti-Kulturen, die 
das repABCpTi-basierte Derivat propagieren, wiesen bereits nach 48-stündiger Inkubation Verlustraten in 
Höhe von ~100, ~50 und ~0% auf. Für die unstetige Vererbung könnte ein Quorum-Sensing (QS)-
abhängiger Mechanismus verantwortlich sein. In A. tumefaciens verstärkt der LuxR-ähnliche QS-
Regulator TraR als Transkriptionsfaktor die Expression des repABC-Operons und interagiert 
wahrscheinlich mit RepC, was eine Modulation der Kopienzahl des Megaplasmids pTi zur Folge hat 
(Pappas und Winans, 2003a). Da die pABC3 zugrundeliegende repABCpTi-Region alle bekannten tra-
Boxen umfasst und auch S. meliloti mindestens acht LuxR-ähnliche Proteine aufweist (Charoenpanich et 
al., 2013), die als potentielle Bindeproteine in Frage kommen, erscheint eine Dysregulation der 
Kopienzahlkontrolle als Folge einer unspezifischen Interaktion dieser Elemente als plausible Ursache für 
das heterogene Verhalten des Shuttle-Vektors. Bei der Suche nach alternativen repABC-Kassetten aus 
weiteren Rhizobien werden die Replikationsursprünge QS-regulierter Megaplasmide folglich als 
ungeeignete Kandidaten eingestuft. 
 
Da sowohl die hohe Vererbungsstabilität, als auch die einfache Kopienzahl genannter pABCs und 
korrespondierender oriVSm Modul-Konstrukte übereinstimmend in komplementären Experimenten 
nachgewiesen werden konnten, dürfen die erhobenen Daten als äußerst robust und beschriebene 
Charakteristika als repABC-spezifisch bzw. Plasmid-Backbone-unabhängig betrachtet werden. Das 
Repertoire replizierender Vektoren für S. meliloti, das sich mit pBBR1- und pRK2-Derivaten bislang auf 
Plasmide mit mittlerer und geringer Kopienzahl beschränkte (Khan et al., 2008; Hübner et al., 1991), 
konnte in dieser Arbeit somit um vier single-copy Derivate erweitert werden. Die weite Verbreitung 
repABC-basierter Replikons innerhalb der Rhizobien suggeriert außerdem ein Organismen-übergreifendes 
Anwendungspotential der pABC Vektoren, das jedoch weitere Kompatibilitäts-Untersuchungen erfordert. 
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3.2.1.2 Ein konserviertes Motiv im repABC-Operon  
Fluoreszenzmikroskopisch analysierte pABC-tetO/parS-Derivate wiesen in unterschiedlichen Phasen des 
Zellzyklus ein Lokalisierungsmuster auf, das an die hochregulierte Koordination des artifiziellen Mini-
Replikons pART erinnert (Kap. 6.4). Diesem Verhalten liegt wahrscheinlich eine fein-justierte Regulation der 
repABC-Expression zugrunde, die mittels eines noch unbekannten Regulators mit dem allgemeinen 
Zellzyklus synchronisiert sein könnte. Ein Transkriptionsregulator etwa könnte eine konservierte Sequenz 
im Promotor-Bereich des repABC-Operons binden. Tatsächlich konnte in dieser Arbeit mithilfe des 
Analyse-Tools Glam2 (Frith et al., 2008) ein sieben Basenpaare großes Motiv (GAATCGG) in 18 
repABC-Operons sechs verschiedener Rhizobien identifiziert werden (Abb. 3.3A). Überraschenderweise tritt 
die Sequenz sowohl einfach im Promotorbereich von repA, als auch zweifach in der intergenischen 
Region zwischen repB und repC auf. In Sequenzhomologie-Analysen der ctRNA-Region wurde zudem 
ein 49-60 bp großer Abschnitt mit hoher Sequenzidentität identifiziert, der das repetierende Motiv enthält, 
dieses aber nicht als solches charakterisiert und in Zusammenhang mit einer Expressions-regulatorischen 
Funktion bringt (Chain et al., 2000). Letzteres liegt jedoch nahe, da die Sequenz eine potentielle 
Methylierungs-Stelle (GAATC) der DNA-Methylase CcrM enthält, die nicht nur in C. crescentus, 
sondern auch in vielen Rhizobien als integraler Bestandteil der Zellzyklus-Regulation bzw. der DNA-
Replikationsinitiation angesehen wird (Wright et al., 1997; Kahng und Shapiro, 2001). Im Falle der 
Megaplasmide pSymA (MacLellan et al., 2006), pSymB (Schlüter et al., 2013) und p42d (Ramírez-
Romero et al., 2001) ist außerdem der Transkriptionsstart (TSS) des Operons bekannt und nahezu 
deckungsgleich mit besagter Sequenz. Obgleich für diese Korrelation ein experimenteller Nachweis 
aussteht, wurde das Motiv zur Vorhersage des TSS im repABC-Operon von pMlb herangezogen. Mit der 
Intention, die sensible Regulation des Replikationsursprungs zu stören, wurde im Rahmen der 
Masterarbeit von Carina Happel und in Anlehnung an die regulatorische Funktionsweise des lac-Operons 
(Oehler et al., 1994) eine lacO1-Box unmittelbar stromabwärts des vorhergesagten TSS inseriert 
(Abb. 3.3B i). Das resultierende Plasmid pMlb_lacO mit repABCpMlb-lacO-basiertem Replikationsursprung ist 
in S. meliloti replikativ, verliert diese Eigenschaft jedoch bei konstitutiver lacI-Expression, und erlangt sie 
durch Zugabe von IPTG wieder zurück (Kap. 6.4).  
Nach der Etablierung thermosensitiver Replikationsinitiatoren (Withers und Bernander, 1998), 
limitierender Wachstumsbedingungen (Ferullo et al., 2009; de Nisco et al., 2014) und einer dCas9-
vermittelten Replikationsblockade (Wiktor et al., 2016) stellt das in dieser Arbeit entwickelte System 
einen neuen Ansatz zur kontrollierbaren Replikationsinitiation dar. Ein reprimierbarer repABC-
Replikationsursprung könnte sich zur Unterbrechung des Zellzyklus und somit zur Synchronisierung von 
S. meliloti-Zellkulturen eignen. In dieser Arbeit wurde das System jedoch verwendet, um die genomische 
Integration eines induziert-replikativen DNA-Moleküls zu erzielen. 
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Abbildung 3.3: In-vivo Klonierung großer DNA-Fragmente in S. meliloti. A: repABC-Operons verschiedener Rhizobien weisen 
ein konserviertes Sequenzmotiv auf. i) Am Beispiel des pSymA-stämmigen repABC-Operons ist die Position des Motivs (rot) im 
Promotor-Bereich sowie in der intergenischen Region zwischen repB und repC veranschaulicht. In Letzterer ist zudem ein um 8 
bp erweitertes Motiv erkennbar (grün), das von einer weiteren, unvollständigen GAATC-Sequenz flankiert wird. ii) Das Motiv 
findet sich in 18 repABC-Kassetten sechs rhizobieller Arten. Für pSymA, pSymB und p42d ist zudem die Position der -10 
Region des Promotors bekannt (unterstrichen). B: ABC Cloning ermöglicht die in-vivo Klonierung großer DNA-Fragmente. i) 
Promotor-Region des repABC-Operons von pMlb mit integrierter lacO1-Sequenz. Der resultierende Replikationsursprung wird 
durch LacI gehemmt und mit IPTG aktiviert. ii) S. meliloti-Stamm SmCre-exo-IN weist eine durch Pmin2 exprimierte 
Gentamicin-Resistenzkassette (R1) sowie eine loxR-Sequenz stromabwärts des Gen-Clusters auf. Die Integration von pISO mit 
repABCpMlb-lacO-basiertem Replikationsursprung (repABC*) gelang unter IPTG-freien Bedingungen und führte zur Insertion 
einer loxL-Sequenz stromaufwärts des Gen-Clusters. Die Cre-Induktion führte zur Exzision der „gefloxten“ Region. Das 
resultierende Mini-Replikon pISO-exo besitzt eine konstitutitv exprimierte lacI-Kassette und ist daher IPTG-abhängig replikativ. 
LE/RE-Mutationen der loxL/R-Sequenzen sind durch dreigliedrige Pfeile mit roter Markierung gekennzeichnet. H1/2: Homologe 
Regionen zur genomischen Integration. R1/2: Kodierende Sequenzen der Gentamicin-/ Spectinomycin-Resistenzgene. 
Ergebnisse und Diskussion
34
3.2.1.3 Die Cre/lox-vermittelte Relokalisation eines DNA-Fragments ermöglicht die in-vivo       
Klonierung großer Gen-Cluster 
Auf Basis des Cre/lox-Deletionssystems (Kap. 3.1.2) und mit Hilfe des repABCpMlb-lacO-basierten 
Replikationsursprungs (Kap. 3.2.1.2) konnte im Rahmen dieser Arbeit eine neue in-vivo Klonierungsmethode 
(ABC Cloning) in S. meliloti etabliert werden (Kap. 6.4). Zur Demonstration dieser Methode wurde das 
~24 kb große exo-Gen-Cluster auf pSymB mit parallel angeordneten loxL/R Sequenzen flankiert 
(Abb. 3.3B ii). Hierzu wurde die von einer loxR-Sequenz unterbrochene, aber funktionale Gentamicin-
Resistenzkassette stromabwärts der exo-Gene mittels CFGE inseriert. Das Isolationskonstrukt pIso weist 
eine konstitutive lacI-Kassette auf, die die Funktion des modifizierten Replikationsursprungs in IPTG-
freiem Medium unterdrückt und eine genomische Integration stromaufwärts der Gen-Region ermöglicht. 
Weiterhin stellt pIso mit einem Spectinomycin-Resistenzgen, dessen vorzeitige Expression durch einen 
Transkriptionsterminator unterbunden wird, ein System zur Selektion auf eine erfolgreiche, Cre-
vermittelte Exzision des Gen-Clusters bereit. Der komplexe Aufbau verdeutlicht den vielseitigen Nutzen 
des 72 bp kleinen Promotors Pmin2, der eine adäquate Expression multipler, standardisierter 
Expressionskassetten in demselben genomischen Kontext gewährleistet, ohne eine homologe Co-
Integration zu provozieren.  
Tatsächlich führte die Zugabe von IPTG während der Cre-vermittelten Exzision des exo-Gen-Clusters zur 
Retention des 35,5 kb großen Rekombinationsprodukts pIso-exo, das analog zu einem pABC Vektor 
autonom und mit einfacher Kopienzahl replizierte (Abb. 3.3B ii). Während die loxL/loxR-basierte Cre-
Reaktion im Genom erwartungsgemäß eine inaktive loxLR-Sequenz hinterließ, verblieb auf dem Mini-
Replikon zudem eine native loxP-Sequenz, die sich für weitere Cre-Rekombinationen nutzen ließe. 
Mittels triparentaler Konjugation konnte pIso-exo außerdem nach E. coli sowie A. tumefaciens transferiert 
werden, und auch ein anschließender Transfer von A. tumefaciens nach E. coli gelang (Happel, 2016). 
ABC Cloning ermöglicht demzufolge eine Relokalisierung großer DNA-Fragmente sowie deren Transfer 
zwischen E. coli und α-rhizobiellen Modellorganismen. 
 
3.2.2 repABC-Engineering hat biologisches und synthetisches Anwendungspotential 
Neben der makromolekularen Organisation des Genoms von S. meliloti (Kap. 3.1.2) sind auch die 
molekularen Mechanismen der raumzeitlichen Koordination individueller Replikons weitgehend 
unbekannt. pABC Vektoren eignen sich als markierbare Mini-Replikons (Kap. 3.2.1.1) jedoch hervorragend 
zur Untersuchung dieses Systems. Tatsächlich vermittelt nicht nur der auf die repABCpSymA-Kassette 
reduzierte Replikationsursprung von pART die Kerneigenschaften des nativen Megaplasmids auf ein 
artifizielles Plasmid. Auch das mittels fluoreszenzmikroskopischer Analysen ermittelte 
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Lokalisierungsmuster der auf heterologen repABC-Regionen basierenden pABCs deutet auf eine mit dem 
Zellzyklus abgestimmte Koordination hin (Kap. 6.4). repABC-basierte Mini-Replikons können somit in 
beliebigen Konfigurationen sowie in Kombination mit pSymA und pSymB, oder an Stelle der nativen 
Pendants in Megaplasmid-freien Stämmen (diCenzo et al., 2014) zur Aufklärung der Funktionsweise des 
mehrteiligen Genoms beitragen. Auch ein Austausch der nativen Replikationsursprünge gegen eine 
heterologe repABC-Kassette ließe sich mit Hilfe eines Cre/lox-Kassettenaustausches (RMCE) realisieren 
(Turan et al., 2011; Turan et al., 2013). Ein pABC-Derivat, das als repABC-Kassetten-Donor fungiert, 
könnte hierbei als Shuffle-Vektor zum Austausch eines nativen Replikationsursprungs eingesetzt werden. 
Die zweischrittige Austausch-Rekombination würde hierbei in-vivo und bestenfalls innerhalb eines 
Zellzyklus stattfinden. Die hohe Effizienz der Rekombinase limitiert diese Anwendung voraussichtlich 
nicht. Von großem Vorteil sind zudem auf das Cre/lox-System adaptierte Resistenzkassetten (Pmin2-lox-
R), die eine zuverlässige Selektion auf den vollständigen Austausch ermöglichen. Mit Hilfe der 
charakterisierten loxL/R-Spacer-Mutanten (Kap. 3.1.2) und einer Etablierung des Selektionssystems auf dem 
Donor-Plasmid, welches sich nach erfolgreichem RMCE beispielsweise via ctRNA-Überexpression 
deletieren lässt (diCenzo et al., 2014), ist auch eine mehrfache Durchführung dieser Strategie möglich. 
Mit Hilfe des in S. meliloti JDSm106 bereitgestellten dualen Replikon-Markierungssystems (Kap. 6.4) 
könnten in Replikon-Koordinationsstudien schließlich Änderungen der Segregationsdynamik aufgedeckt 
und wechselseitige Beziehungen zwischen Megaplasmiden und/oder artifiziellen Mini-Replikons 
hergeleitet werden. 
 
Der modulare Aufbau des Replikationsursprungs (Kap. 2.2.1) erlaubt außerdem die Konstruktion chimärer 
repABC-Transkriptionseinheiten, die eine systematische Untersuchung der intrinsischen Regulation der 
Replikationsursprünge ermöglichen. Dabei könnte eine „Modul“-spezifische Segregationsdynamik zutage 
treten, die sich auf PrepABC, die intergenische Region zwischen repB und repC, oder die kodierenden 
Sequenzen repAB und repC zurückführen ließe. Freilich darf die Rolle unbekannter, chromosomaler 
Faktoren nicht außer Acht gelassen werden. Die Identifizierung einer Region, die Einfluss auf den 
Segregationsstart hat und etwa das GAATCGG-Motiv trägt (Kap. 3.2.1.2), könnte wertvolle Hinweise auf eine 
Verbindung der repABC-Regulation zu zentralen Regulatoren des Zellzyklus liefern (Kap. 3.2.1.2). Neben 
einer regulatorischen DNA-Sequenz, die beispielsweise in V. cholerae im Zuge der DNA-Replikation 
dupliziert wird, dabei den Repressor des sekundärchromosomalen Replikationsinitiators bindet und seine 
zytosolische Konzentration reduziert (Val et al., 2016), könnte auch ParA, das in dem 
Betaproteobakterium Burkholderia cenocepacia als Regulator der extra-chromosomalen Replikons 
identifiziert wurde (Du et al., 2016), eine wichtige Rolle bei der Synchronisierung repABC-basierter 
Replikons mit dem Chromosom spielen. 
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 Artifizielle, genetische Schaltkreise sind ein Beispiel für synthetische Anwendungen, die eine strikte 
Kopienzahlkontrolle des DNA-Vehikels erfordern (Lee et al., 2016). Auch in rhizobiellen Vertretern 
besteht Bedarf für Expressionsplattformen mit sehr niedriger Kopienzahl (Yip et al., 2015), der bislang 
lediglich in R. etli in Form eines IntA-basierten Integrasesystems zur chromosomalen Integration einer 
Expressionskassette bedacht wurde (Hernández-Tamayo et al., 2016). Chromosomale Integrationen sind 
aufgrund unvorhersehbarer Positionseffekte jedoch grundsätzlich problematisch. Expressionsanalysen zu 
einer IPTG-induzierten Plac-eGFP-Kassette führten in E. coli bis zu 300-fach modulierte 
Expressionslevel herbei, die auf Positions-bedingte, regulatorische Effekte zurückgeführt werden (Bryant 
et al., 2014). Mit pABCa-c (bzw. beliebigen Derivaten mit korrespondierendem oriVSm-Modul) konnte 
in dieser Arbeit hingegen ein Vektor-Set etabliert werden, das den Aufbau komplexer 
Expressionssysteme mit definierter MCS in Einzelkopie ermöglicht. Eine stabile Vererbung aller drei 
Vektoren bei unverändertem Wachstumsverhalten der Zellkultur deutet zudem auf eine vollumfängliche 
Kompatibilität der artifiziellen Mini-Replikons untereinander sowie zu pSymA und pSymB hin. Die hohe 
Transformationseffizienz, die selbst einen Co-Transfer aller drei Derivate in S. meliloti Rm1021 und 
somit die simultane Aufnahme von über 25 kb heterologer DNA ermöglicht (Kap. 6.4), ist ein weiteres 
Alleinstellungsmerkmal und hebt die praktische Anwendbarkeit gegenüber klassischen 
Expressionsvektoren hevor. 
  
Die pABC Vektorfamilie hat das Potential, technische Limitierungen in S. meliloti zu überwinden. 
pABCs erfüllen erstmals die erforderlichen Voraussetzung, um in Kapitel 3.1.1 diskutierte Genome 
Editing-Methoden in S. meliloti zu realisieren. So basieren insbesondere CRISPR/Cas9-Systeme häufig 
auf einem Mehrkomponentensystem, das ggf. multiple Expressionseinheiten der sgRNA und Nuklease 
voneinander trennt und ausgeglichene Transkriptionslevel erfordert (Zhou et al., 2016) (Kap. 2.1.2). Auch in 
Hinblick auf synthetische Anwendungen eröffnen pABCs als DNA-Vehikel neue Möglichkeiten. Im 
BGM-Vektorsystem fungiert das Genom von B. subtilis als adäquate Plattform für bis zu 3 Mb große 
DNA-Moleküle, weshalb sich dieser Organismus für die Assemblierung sehr großer DNA-Konstrukte 
durchsetzen konnte (Juhas, 2016; Iwata et al., 2013; Itaya und Tsuge, 2011; Itaya et al., 2008; Yonemura 
et al., 2007). Die Parallelen zu repABC-Replikons, die in Form nativer Megaplasmide chromosomalen 
Umfang erreichen und dabei keinen strengen, architektonischen Regeln zu folgen scheinen (Kap. 3.1.2), sind 
offenkundig und lassen auf eine hohe Klonierungskapazität der artifiziellen Pendants hoffen. Freilich 
muss diese Kapazität in weiteren Experimenten evaluiert werden, und GC-Gehalt, DNA-Herkunft bzw. 
DNA-Modifizierungen, sowie bekannte Symmetrieelemente sollten hierbei Berücksichtigung finden. 
Dabei könnten systematische Genom-Rearrangement-Studien wichtige Erkenntnisse hinsichtlich 
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stabilisierender, bzw. Symmetrie- und Struktur-verleihender Elemente liefern (Kap. 3.1.2). Sollten sich pABC 
Vektoren als geeignete Vehikel sehr großer DNA-Fragmente erweisen, müsste zudem die Stabilität der 
heterologen DNA evaluiert werden. Die hohe Rekombinationsrate in Chassis-Organismen wie E. coli 
oder S. cerevisiae begünstigt einerseits die DNA-Assemblierung (Kap. 2.1.1.1), erschwert andererseits jedoch 
die stabile Vererbung solcher DNA, die Gen-Duplikationen oder repetitive Sequenzen enthält. Aus 
diesem Grund wurden unter anderem Rekombinase-defiziente Stämme mit transient induzierbarem 
Rekombinationssystem entwickelt (Ogawa et al., 2015). Die Rekombinationseffizienz in S. meliloti 
hingegen ist vergleichsweise niedrig. Während zur genomischen Integration heterologer Konstrukte 
mindestens ~220 bp große homologe DNA-Fragmente mit ~80-prozentiger Sequenzähnlichkeit 
notwendig sind (Becker et al., 2009; persönliche Mitteilung Prof. Anke Becker), werden zum Nachweis 
spontaner Replikon-Fusionen sogar >1000 bp große Homologien vorausgesetzt (Guo et al., 2003). In 
Bottom-Up-Ansätzen (Kap. 2.1.2) könnte dies von großem Vorteil sein.  
 
Das größte Potential in Hinblick auf Genetic Engineering-Anwendungen liegt jedoch in der Kombination 
repABC-basierter DNA-Vehikel mit einem leistungsfähigen in-vivo-Rekombinationssystem. Die ABC 
Cloning-Methode weist gegenüber alternativen Direct Cloning-Verfahren entscheidende Vorzüge auf. So 
bedingt die “Cre/loxP plus BAC”-Strategie, mittels derer große Gen-Cluster aus A. tumefaciens isoliert 
wurden (Hu et al., 2016), die Aufreinigung und anschließende Elektroporation der isolierten DNA in den 
Ziel-Organismus. Der DNA-Transfer via Elektroporation oder chemischer Transformation ist jedoch 
selbst in E. coli, das eine vergleichsweise hohe Elektroporationskapazität aufweist, auf wenige hundert kb 
große DNA-Moleküle limitiert (Sheng et al., 1995). Endogene sowie RP2/RP4-basierte 
Konjugationssysteme hingegen ermöglichen den Transfer ganzer Megaplasmide zwischen rhizobiellen 
Modellorganismen wie S. meliloti, R. leguminosarum und A. tumefaciens (Kondorosi et al., 1982; Quandt 
et al., 2004; Ding und Hynes, 2009; Blanca-Ordóñez et al., 2010). Die Möglichkeit des flexiblen 
Transfers sehr großer DNA-Moleküle stellt insbesondere gegenüber modernen, TAR-basierten 
Engineering-Anwendungen einen fundamentalen Vorteil dar (Kap. 2.1.2). Der konjugale Transfer zwischen 
E. coli, S. meliloti, A. tumefaciens konnte im Rahmen dieser Arbeit demonstriert werden (Kap. 3.2.1.3). 
Analog zum ABC Cloning-Verfahren bedient sich auch die “oriT Directed Cloning”-Strategie einem 
RK2-basierten Konjugationssystem und bewerkstelligt den effizienten Transfer großer DNA-Fragmente 
zwischen verschiedenen Gram-negativen Organismen (Kvitko et al., 2013; Chain et al., 2000). Da hierbei 
jedoch anstelle eines individuellen Replikons von oriT-Sequenzen flankierte DNA-Fragmente mobilisiert 
werden, ist die Konjugationseffizienz vergleichsweise gering und limitiert die Größe klonierbarer 
Konstrukte. Diese Einschränkung konnte in einer optimierten Klonierungsstrategie von diCenzo et. al 
(2016) gemindert werden, indem die Region von Interesse vor ihrem Transfer mittels des Flp/FRT-
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Rekombinasesystems ausgeschnitten wurde. Der zweischrittige Vorgang, der mangels 
Replikationsfähigkeit des isolierten Fragments innerhalb eines Zellzyklus stattfinden muss, resultierte mit 
einer Frequenz von ~10-7 (pro Donor und Rezipient) in dem Transfer einer 69 kb großen Region nach 
E. coli. Die Cre/lox-vermittelte Generierung von pIso-exo hingegen wies eine 10000-fach höhere 
Frequenz auf (Happel, 2016), und Isolierung und Transfer des autonom replizierenden Mini-Relikons 
mussten nicht in unmittelbarer Folge vonstatten gehen. Demzufolge ist davon auszugehen, dass die 
Klonierungskapazität der ABC Cloning-Methode deutlich über der alternativer Systeme liegt. 
 Auch BrET ermöglicht die in-vivo Klonierung sehr großer DNA-Konstrukte in B. subtilis, die ebenfalls 
vor ihrem Transfer auf ein replizierendes, lineares Vektor-Backbone übertragen werden (Kap. 2.1.2). 
Abhängig vom verwendeten Replikationsursprung propagiert dieses in B. subtilis jedoch mit mindestens 
2-3 Kopien pro Zelle (Tanaka und Ogura, 1998). Da HR- und Rekombinase-basierte Folgeprozeduren 
eine einfache Kopienzahl der Rekombinationssubstrate erfordern, sind anschließende Engineering-
Anwendungen nur noch eingeschränkt möglich. Im Gegensatz hierzu liegt das Produkt der ABC Cloning-
Methode in einfacher Kopienzahl vor. Dies ist eine essentielle Voraussetzung, um die isolierte DNA 
mittels einer weiteren, spezifischen Cre-Rekombination beispielsweise in einen neuen genomischen 
Lokus zu integrieren. Da im Genom des Donor-Organismus lediglich eine loxLR-Sequenz verbleibt, 
während das Isolationsprodukt eine native loxP (und ggf. weitere lox Spacer-Mutanten) enthält, sind 
Cre/lox-basierte Folgeprozesse sowohl im Donor, als auch im rhizobiellen Rezipienten durchführbar.  
 
Mit Hilfe einer pABC-basierten Plattform, die großes Potential in der in-vivo DNA-Assemblierung 
verspricht (Kap. 3.2.1.1), einem leistungsfähigen Konjugationssystem zum Transfer großer genomischer 
Regionen (Kap. 3.2.1.3), sowie verbesserter und erweiterter Cre-Rekombinationsstrategien (Kap. 3.1.2) könnten 
schließlich ambitionierte Bottom-Up-Ansätze zur Etablierung extra-chromosomaler Konstrukte realisiert 
werden. pABC Vektoren könnten außerdem eine Komplementation essentieller Sequenzen in-trans 
gewährleisten und beispielsweise einen am MEGA-Verfahren (Kap. 2.1.2) orientierten Top-Down-Ansatz zur 
Chromosomen-Reduktion ermöglichen. Neue, innovative Engineering-Ansätze profitieren von den 
individuellen Vorzügen, die S. meliloti gegenüber E. coli, B. subtilis und S. cerevisiae aufweist. Dank der 
im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methoden und Techniken kann das Anwendungspotential eines 
Alphaproteobakteriums im Bereich der Synthetischen Mikrobiologie somit erstmals zu dem etablierter 
Chassis-Organismen aufschließen.  
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4. Fazit 
Jahrzehntelange Grundlagenforschung bildet das Fundament der Synthetischen Biologie, die die 
Enwicklung neuartiger, biologischer Systeme mit einem definierten Anwendungsaspekt zum Ziel hat. 
Genetic Engineering bildet die Basis und bedarf innovativer Strategien zur in-vivo Modifikation und 
Handhabung großer DNA-Moleküle. Möglichst einfach und flexibel anwendbare Techniken, die die 
Bearbeitung heterologer sowie endogener DNA erlauben, sind hierbei von großem Vorteil (Abb. 4.1). 
 
 
Abbildung 4.1: Generalisierte Darstellung entwickelter repABC- und Cre/lox-basierter Engineering-Strategien und Ausblick auf 
mögliche Anwendungen (gestrichelte Pfeile). A: Die hohe Transformationseffizienz von S. meliloti ΔhsdR erleichtert die 
Einführung großer DNA-Konstrukte. HR- und Cre/lox-basierte Rekombinationssysteme bieten zudem die Möglichkeit, 
artifizielle DNA-Konstrukte zu assemblieren, oder die Genomarchitektur mittels Fusion, Inversion und Deletion in großem 
Ausmaß zu wandeln. B: pABC-Derivate (pABC*), die auf nativen oder induzierbaren repABC-Replikationsursprüngen 
(oriVrepABC*) basieren, vermitteln in S. meliloti die Vererbung heterologer DNA oder der ABC Cloning-Produkte in Einzelkopie. 
loxL/R-Sequenzen (dreigliedrige Pfeile, mutiertes Element in rot) mit unterschiedlichen Spacer-Motiven (blau/schwarzer Pfeil) 
ermöglichen in fortentwickelten Cre/lox-Systemen spezifische, gerichtete Folgeprozesse. Standardisierte Resistenzkassetten 
(Pmin2-lox-R) gewährleisten eine verlässliche Selektion auf erfolgreiche Rekombinationsereignisse. C: pABC*-Derivate 
könnten mit Hilfe des S. meliloti-Stammes SmCre somit die Relokalisierung isolierter oder heterologer DNA in einen neuen 
genomischen Lokus (target 1/2) ermöglichen. Ein RK2-basiertes Mobilisierungssystem vermittelt zudem den horizontalen 
Transfer dieser Replikons in kompatible Organismen wie E. coli und A. tumefaciens. Die weite Verbreitung repABC-basierter 
Replikationssysteme (Galardini et al., 2013) legt die Kompatibilität repABC-basierter Vehikel zu weiteren α-Rhizobien nahe. 
oriVrepABC: repABC-basierter Replikationsursprung. oriVE. coli: E. coli-kompatibler Replikationsursprung.  
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S. meliloti stellt als Stickstoff-Fixierer einen biotechnologisch relevanten Organismus mit großem 
Anwendungspotential im Bereich des Genetic Engineering dar. Die technischen Möglichkeiten 
genetischer Modifikationen waren bislang jedoch schnell erschöpft, sei es aufgrund langwieriger 
Klonierungsprozeduren oder einem unzureichenden Repertoire genetischer Werkzeuge und Vektoren. 
Diese Limitierungen konnten in dieser Arbeit mithilfe der CFGE-Methode, optimierter Cre/lox-
Rekombinationsstrategien, sowie der pABC Vektor-Familie entscheidend verringert werden. 
Umfangreiche Genom-Umstrukturierungen sowie die simultane Etablierung mehrerer, artifizieller Mini-
Replikons bezeugen eine enorme Flexibilität hinsichtlich der Architektur und Organisation des 
mehrteiligen Genoms und unterstreichen die Eignung von S. meliloti als Chassis-Organismus in der 
Synthetischen Mikrobiologie.  
Leistungsfähige in-vitro Assemblierungstechniken und sinkende DNA-Synthesekosten begünstigen die 
de-novo Assemblierung sehr großer DNA-Fragmente, die Bottom-Up-Ansätze zur (Re-) Konstruktion 
komplexer Biosynthesewege und artifizieller Chromosome ermöglichen. pABC Vektoren mit 
Chromosomen-ähnlichen Eigenschaften bergen das Potential, DNA-Moleküle im Umfang mehrerer Mb 
zu propagieren und als leicht transferierbare DNA-Vehikel für komplexe Expressions- und 
Assemblierungssysteme zu fungieren. Techniken, die eine flexible Handhabung und Modifikation der 
DNA in-vivo ermöglichen, sind hierbei von großer Bedeutung. ABC Cloning kombiniert daher die Idee 
repABC-basierter DNA-Vehikel mit Cre/lox-Rekombinationsstrategien und liefert neue methodische 
Ansätze für biotechnologische Anwendungen (Abb. 4.1 AB). Die Ungewissheit über die tatsächliche 
Klonierungskapazität und Skalierbarkeit pABC-basierter Klonierungsstrategien verlangt jedoch nach 
einem besseren Verständnis der Funktionsweise des mehrteiligen Genoms. Neue Genome Engineering-
Werkzeuge helfen, die zugrundeliegenden Mechanismen aufzuklären und Faktoren zu identifizieren, 
welche ein repABC-basiertes Replikon in den Zellzyklus eines Alphaproteobakteriums integrieren. Von 
einem tiefgreifenden biologischen Verständnis des mehrteiligen Genoms würden nicht nur Anwendungen 
in S. meliloti profitieren. Die weite Verbreitung des repABC-Systems und die robuste Funktion des 
Cre/lox-Systems versprechen auch eine erfolgreiche Adaptation der entwickelten Methoden auf weitere 
Vertreter der biologisch und biotechnologisch interessanten Klasse der Alphaproteobakterien. 
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6. Anhang 
6.1 Konstruktion der S. meliloti Fusionsstämme SmAB und SmABC 
Zur Herstellung der Megaplasmid-Fusion pSymAB wurde pJD99 mittels Konjugation stromaufwärts von 
nodP1 auf pSymA in S. melilioti JDSm57 (Döhlemann et al., 2016) integriert. Nach Saccharose-Selektion 
vermittelter Deletion des Plasmid-Backbones wurde pJD98 mittels einfacher HR stromabwärts von 
nodQ2 auf pSymB integriert. Die Taurin-induzierte Expression des Rekombinasegens cre führte zur 
Fusion der Megaplasmide. Die spezifische Anordnung der funktionalen Elemente stromauf- bzw. abwärts 
der homologen nodPQ-Cluster ermöglichte die Saccharose-Selektion vermittelte Deletion des Backbones 
von pJD98, einer funktionalen loxP Sequenz sowie des Transkriptionsterminators. S. meliloti SmAB 
weist aus diesem Grund lediglich eine Kopie des nodPQ-Clusters auf. 
Die anschließende Konstruktion von SmABC erfolgte durch Integration von pJD130 stromaufwärts von 
algI auf pSymAB via Konjugation. Nachdem das Plasmid-Backbone mittels Saccharose-Selektion 
deletiert wurde, konnte pJD126 stromabwäts eines algI-Homologs auf dem Chromosom integriert 
werden. Eine Cre/lox-vermittelte Rekombination führte zur vollständigen Fusion der Replikons. Die 
Klonierungsstrategie erlaubte schließlich, analog zur Herstellung von SmAB, die Saccharose-Selektion 
vermittelte Deletion des Backbones von pJD126 sowie funktioneller Elemente, wodurch anschließende 
genetische Manipulationen auf Basis von pK18mob-Derivaten ermöglicht wurden. 
Plasmid-Konstruktion von pJD98, pJD99, pJD126 und pJD130:  
pJD98 ist ein Derivat von pK18mobsacB mit vier Inserts. Der 
Transkriptionsterminator thrA-rpoC wurde mit den Primern 131 (5‘-
cgcggatccctgacgcgtacaggaaacac) und 132 (5‘-gcgcatatgcgggctctttccctaaactcc) 
von genomischer DNA aus S. meliloti B033 (Harrison et al., 2011) amplifiziert. 
Eine loxR Sequenz wurde mittels Hybridisierung der Primer 189 (5‘ 
tatgataacttcgtatagcatacatt atacgaacggtag) und 190 (5‘-tcgactaccgttcgtataatgtatg 
ctatacgaagttatca) hergestellt. Das Spectinomycin-Resistenzgen aadA1 wurde 
von pJG181 (Harrison et al., 2011) mittels der Primer 127 (5‘-cgcgtcgac 
ggactcaatacaccatgaggg) und 128 (5‘-gcgctgcagagtactttatttgccgactac cttggtg) 
PCR-amplifiziert, während ein 500 bp großes Fragment (H) zur homologen 
Rekombination nahe nodPQ2 mit den Primern 240 (5’-cgcccct ttgcgaaatgct) 
und 241 (5‘-cgcgcatgctggcaaccgcggtcagttc) von genomischer DNA aus S. 
meliloti Rm1021 amplifiziert wurde.  
pJD99 ist ein pK18mobsacB-Derivat mit vier Inserts. ~500 bp große homologe 
Regionen zur Integration nahe nodPQ wurden mit den Primern 236 (5‘-
cgcgaattctggagaccgggtcaagctg) und 237 (5‘-cgcggatcccgacttcggtaccggtgcc) 
(H1), sowie 238 (5‘-gcggtcgaccgtccgccgttgcgtatctc) und 239 (5’-cgcgcat 
gcctatccgggttacgcctcgg) (H2) von genomischer DNA aus S. meliloti Rm1021 
amplifiziert. Der ~300 bp große Gentamicin-Resistenzkassettenpromotor 
PaacC1 wurde von pMS252 (Becker et al., 1995) amplifiziert. Eine loxL 
Sequenz wurde mittels Hybridisierung der Primer 187 (5’-tatgtaccgttcgt 
atagcatacattatacgaagttatg) und 188 (5’-tcgacataacttcgtataatgtatgctatacgaac 
ggtaca) hergestellt. 
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 pJD126 ist ein Derivat von pK18mobsacB mit vier Inserts. Der 
Transkriptionsterminator thrA-rpoC wurde mit den Primern 131 (5’-cgcggatc 
cctgacgcgtacaggaaacac) und 132 (5‘-gcgcatatgcgggctctttccctaaactcc) von 
genomischer DNA aus S. meliloti B033 (Harrison et al., 2011) amplifiziert. 
Eine loxR Sequenz wurde mittels Hybridisierung der Primer 189 (5‘ 
tatgataacttcgtatagcatacatt atacgaacggtag) und 190 (5‘-tcgactaccgttcgtataatgta 
tgctatacgaagttatca) hergestellt. Das Gentamicin-Resistenzgen aacC1 wurde von 
pJG181 (Harrison et al., 2011) mittels der Primer 125 (5‘-gcggtcgacgttat 
ggagcagcaacgatgtt) und 126 (5‘ gcgctgc agagtactttaggtggc ggtacttgggtcg) PCR-
amplifiziert, während ein 500 bp großes Fragment (H) zur homologen 
Rekombination nahe algI mit den Primern 364 (5‘-gaaagtggattccgagtcttc) und 
365 (5‘-tccaatctccgtttgtcgttg) von gen. DNA aus S. meliloti Rm1021 
amplifiziert wurde. 
 
pJD130 ist ein pK18mobsacB-Derivat mit vier Inserts. ~500 bp große 
homologe Regionen zur Integration nahe eines algI-Homologs wurden mit den 
Primern 360 (5‘-cgcgaattctgaaaatagcggtatagcgatgtggc) und 361 (5‘-gcgggatcccc 
gcttgcgcgtcttctcg) (H1), sowie 362 (5’-cgcctgcaggtgctggtcgccggccagg) und 363 
(5’-gcgaagcttgcggatcgaaagtgataactgccatag) (H2) amplifiziert. Die 55 bp kleine 
Pmin2-Promotorregion (Δ Shine-Dalgarno) wurde mittels Hybridisierung der 
Primer 388 (5‘-gatcctgttgacaattaatcatcgaactagttaactagtacgcaagtagacgcgttacgtca) 
und 389 (5‘-tatgacgtaacgcgtctacttgcgtactagttaactagttcgatgattaattgtcaacag) 
generiert, während zur Herstellung der loxL Sequenz die Primer 187 (5‘-
tatgtaccgttcgtatagcatacattatacgaagttatg) und 188 (5‘-tcgacataacttcgtataatgtatg 
ctatacgaacggtaca) hybridisiert wurden. 
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6.2 Spatiotemporal choreography of chromosome and 
megaplasmids in the Sinorhizobium meliloti cell cycle 
 
Eigener Beitrag zur Studie: 
I. Konstruktion des artifiziellen Mini-Replikons pART 
II. Herstellung der S. meliloti Stämme Sma818 DnaN-mCh, pART, pART ParB-mCherry, 2011 
pSymAter-eYFP und 2011 pSymBter-eYFP 
III. Fluoreszenzmikroskopische Analysen der in II. genannten Stämme in Zusammenarbeit mit BF 
IV. Probenvorbereitung zur marker frequency analysis 
(BF, Benjamin Frage)  
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Summary
A considerable share of bacterial species maintains
multipartite genomes. Precise coordination of
genome replication and segregation with cell growth
and division is vital for proliferation of these bacteria.
The a-proteobacterium Sinorhizobium meliloti pos-
sesses a tripartite genome composed of one chromo-
some and the megaplasmids pSymA and pSymB.
Here, we investigated the spatiotemporal pattern of
segregation of these S. meliloti replicons at single
cell level. Duplication of chromosomal and mega-
plasmid origins of replication occurred spatially and
temporally separated, and only once per cell cycle.
Tracking of FROS (fluorescent repressor operator
system)-labelled origins revealed a strict temporal
order of segregation events commencing with the
chromosome followed by pSymA and then by
pSymB. The repA2B2C2 region derived from pSymA
was sufficient to confer the spatiotemporal behaviour
of this megaplasmid to a small plasmid. Altering
activity of the ubiquitous prokaryotic replication ini-
tiator DnaA, either positively or negatively, resulted
in an increase in replication initiation events or G1
arrest of the chromosome only. This suggests that
interference with DnaA activity does not affect repli-
cation initiation control of the megaplasmids.
Introduction
Faithful maintenance of genome content is crucial to
ensure bacterial proliferation. Hence, failure to reliably coor-
dinate DNA replication and segregation with cell growth
and division is deleterious to survival. Bacterial genome
architectures are relatively uniform with the majority of
sequenced genomes consisting of a single circular chromo-
some. However, about 10% of the sequenced bacterial
species maintain multipartite genomes. These comprise
diverse phyla ranging from Chloroflexi, Deinococcus –
Thermus, Spirochaetes to a-, b- and g-proteobacteria (Val
et al., 2014). To date, the best studied examples are
g-proteobacteria of the Vibrionaceae family carrying two
chromosomes of uneven sizes, with the secondary smaller
chromosome being attributed to ancestral plasmid domes-
tication (Kirkup et al., 2010; Okada et al., 2005). Further
prominent examples of secondary large replicons are
RepABC family megaplasmids and secondary chromo-
somes exclusively found in a-proteobacteria (Pinto et al.,
2012). Amongst these are plant-pathogenic Agrobacterium
and nitrogen-fixing plant-symbiotic a-rhizobial, as well as
human- and animal-pathogenic Brucella and Bartonella
species. Rhizobium species contain up to six medium to
large size RepABC family replicons in addition to the pri-
mary chromosome (Gonzalez et al., 2006).
In contrast to plasmids initiating replication multiple
times during the course of the cell cycle (del Solar
et al., 1998), chromosomal replication is usually initiated
only once per generation at a fixed time point
(Katayama et al., 2010). However, this distinction is not
true for megaplasmids and secondary chromosomes
which alike the primary chromosome replicate only once
per generation (Pinto et al., 2012; Val et al., 2014). This
raises questions if and how replication initiation and seg-
regation of multiple replicons is coordinated in time and
space in bacterial cells.
Cell cycle control circuits of the asymmetrically divid-
ing a-proteobacteria Caulobacter crescentus and Sino-
rhizobium meliloti show striking similarities (Lam et al.,
2003; Hallez et al., 2004; Fields et al., 2012; Pini et al.,
2013; De Nisco et al., 2014; Pini et al., 2015; Panis
et al., 2015). Whilst C. crescentus possesses a single
chromosome (4.02 Mb) (Nierman et al., 2001), the S.
Accepted 5 February, 2016. *For correspondence. E-mail anke.
becker@synmikro.uni-marburg.de; Tel. (149) 6421 28 24451;
Fax (149) 6421 28 22229. †Present address: Grupo de Ecologıa
Genetica de la Rizosfera, Estacion Experimental del Zaidın (CSIC),
Granada, Spain
VC 2016 John Wiley & Sons Ltd
Molecular Microbiology (2016) 100(5), 808–823 j doi:10.1111/mmi.13351
First published online 20 April 2016
Anhang
59
meliloti genome is composed of a main chromosome
(3.65 Mb) and the megaplamids pSymA (1.35 Mb) and
pSymB (1.68 Mb) (Galibert et al. 2001). Like almost all
bacteria, these two a-proteobacteria rely on the highly
conserved DnaA for commencing replication of their
main chromosome (Mott and Berger, 2007; Zweiger and
Shapiro, 1994; Sibley et al., 2006). DnaA, a member of
the AAA1 protein family, binds ATP-dependently to a
set of sites within the chromosomal origin of replication
(Cori), forming an initiation complex that unwinds the
AT-rich region of the origin and recruits the replication
machinery (Kaguni, 2006; Katayama et al., 2010). Tight
control of DnaA is a vital component of negative feed-
back regulation linked to genome replication. Studies in
Escherichia coli, C. crescentus and Bacillus subtilis,
revealed multiple regulatory mechanisms exerted at dif-
ferent levels of control encompassing repression of
dnaA transcription and sequestration of Cori, as well as
proteolysis, titration and regulatory inactivation of DnaA
(Wang and Kaguni, 1987; Lu et al., 1994; Soufo et al.,
2008; Katayama et al., 1996; Jonas et al., 2013; Kita-
gawa et al., 1998; Kato and Katayama, 2001).
As in E. coli, Regulatory Inactivation of DnaA (RIDA)
is an important factor of replication initiation control in C.
crescentus (Collier and Shapiro, 2009; Jonas et al.,
2011) suggesting that this mechanism may also be con-
served in S. meliloti. RIDA promotes hydrolysis of ATP
bound to DnaA resulting in DnaA-ADP, which is inactive
for initiation (Kato and Katayama, 2001). It is catalysed
by a nucleoprotein complex consisting of duplex DNA,
the DNA-loaded beta clamp DnaN, and the ADP-bound
Hda protein (Su’etsugu et al., 2008). Both the E. coli
Hda and the C. crescentus homologue HdaA share simi-
larities with the AAA1 ATPase domain of their cognate
DnaA protein (Kato and Katayama 2001; Collier and
Shapiro 2009).
The S. meliloti megaplasmids pSymA and pSymB
belong to the RepABC family that is characterised by
the combined replication and partitioning repABC locus
(Cervantes-Rivera et al., 2011; Pinto et al. 2012). Whilst
RepC most likely acts as the replication initiator protein
at the origin of replication, RepA, RepB and the parti-
tioning sites are required for vertical transmission of the
megaplasmids to daughter cells.
Bacterial genomes exhibit distinct spatial orientations
in the cell. In C. crescentus, the replication origin and
terminus of the circular chromosome reside near the old
and new cell pole respectively (Viollier et al., 2004).
Snapshot studies of S. meliloti cells showed the replica-
tion origins of the chromosome and both megaplasmids
(Cori, SymAori and SymBori) also preferably localised to
the poles, with some drift away from the poles of
SymAori and SymBori (Kahng and Shapiro, 2003).
So far, Vibrio cholerae is the only well-studied model
for multiple chromosome maintenance and replication.
In this g-proteobacterium, a delay in replication initiation
of the smaller chromosome 2 (1.07 Mb) leads to termi-
nation synchrony with the larger chromosome 1 (2.96
Mb) (Rasmussen et al., 2007). In contrast, in the class
of a-proteobacteria multipartite genome replication and
partitioning have been poorly investigated and to date
very little is known about timing and spatial organisation
of these processes in bacteria possessing genomes
divided in more than two replicons. Recently, the Bru-
cella abortus chromosomes I (2.1 Mb) and II (1.2 Mb)
have been found to be oriented along the cell length
axis, similar to the chromosomal organisation of C. cres-
centus, and the origin of chromosome II to be duplicated
after that of chromosome I (Deghelt et al., 2014).
Here we report on the spatiotemporal choreography
of the S. meliloti tripartite genome during the cell cycle.
We show that partitioning of the three replicons follow a
highly ordered succession and that the repABC region
alone is sufficient to maintain the native spatiotemporal
behaviour of a secondary RepABC family replicon. Evi-
dence is presented for alterations in DnaA activity affect-
ing the abundance of the main chromosome only. We
speculate that the distinct timings of megaplasmid seg-
regation rely on spatial checkpoints involving genetic
components located within the repABC cassette.
Results
Intracellular localisation and dynamics of the DNA
polymerase III beta subunit DnaN in S. meliloti
To determine the initiation pattern of the S. meliloti repli-
cation machinery, a fusion of the fluorescent reporter
mCherry to the DNA polymerase III beta subunit DnaN
was employed to visualise intracellular occurrence and
dynamics of the replisome in a time lapse at 2 min inter-
vals. The gene fusion replaced the dnaN wild-type allele
in single copy in the chromosome under the control of
its native promoter. This replacement had no effect on
cell morphology or growth implying full functionality of
the DnaN-mCherry fusion as previously described for
similar reporter constructs in other bacteria (Collier and
Shapiro, 2009; Veening et al., 2009).
Throughout the manuscript, time point zero marks
physical separation of sibling cells. Immediately after
cytokinesis, DnaN-mCherry localised to the old cell pole
of one daughter cell indicating direct entry into the S
phase state (hereafter called S cell), whilst in the other
daughter cell the fluorescent signal was first dispersed
indicating arrest in the G1 phase until DnaN-mCherry
also localised to the old pole (hereafter called G1 cell)
(Fig. 1A). Completion of the cell cycle of the S and G1
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Fig. 1. Spatiotemporal dynamics of the S. meliloti replisome.
A. Time-lapse fluorescence microscopy analysis of dividing cells expressing dnaN-mCherry displays asymmetric timing of replication initiation.
First appearances of replisome clusters are labelled with arrows. Two minute time points, scale bar 2 mm.
B. Time span of smaller daughter cells staying in G1 phase. Sixty three dividing cells were analysed.
C. Newborn cells with a polar DnaN-mCherry focus are statistically longer than their siblings (***P< 0.0001). Length correlation of 48 newborn
cells with a polar DnaN-mCherry focus (S phase cell) to that of their 48 siblings without a polar focus (G1 phase cell) is shown.
D. Representative kymograph of replisome dynamics. DnaN-mCherry fluorescence intensities determined at 2 min intervals were mapped to
their relative positions within the cell (05old pole, 15new pole). Microscopy snapshots of characteristic replisome dynamics are shown for
(t50, t545, t585, t5110, t5 130 min), scale bar 2 lm.
E. Abundance of cells with different numbers of DnaN-mCherry foci in 2011 (wild-type) and Sma818 (delta pSymA) strains. n> 100 cells for
each strain.
810 B. Frage et al. j
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cell took 141.26 7.5 and 157.568.6 min (n516)
respectively and a 14.86 5.0 min delay was determined
until the G1 cell entered the S phase (Fig. 1B).
Several a-proteobacteria including S. meliloti divide
asymmetrically resulting in daughter cells of different
lengths (Lam et al., 2003; Hallez et al., 2004). We deter-
mined a ratio of 1.10 between daughter cells, with one
cell being about 10% longer (1.876 0.17 mm) than the
other (1.76 0.15 mm). S cells, indicated by immediate
polar DnaN-mCherry localisation after division, were
statistically longer than their G1 siblings. A paired t-test
of daughter cell lengths with polar-localised vs. dis-
persed DnaN-mCherry signal gave a two-tailed P value
of less than 0.0001, which can be considered as statisti-
cally highly significant upon conventional criteria
(Fig. 1C).
During the further course of the cell cycle, the polarly
localised DnaN-mCherry spot gradually moved towards
the new pole to a position corresponding to about two-
thirds of the cell length (Fig. 1D and Supporting Informa-
tion Video S1). 37.764.8 min (n520) after appearance
of this first DnaN-mCherry spot, a second distinct focus
emerged at about one-third distance of the cell length
from the old pole (Fig. 1D and Supporting Information
Video S1). At this stage, kymographs of representative
time-lapse data generally showed two main clusters that
remained spatially separated (Fig. 1D). Later in the cell
cycle, more than two foci or large DnaN clusters show-
ing a highly dynamic localisation pattern, and rarely up
to five distinct foci, were observed (Fig. 1D and Support-
ing Information Video S1). Towards the end of the cell
cycle, before DnaN-mCherry became dispersed, the
number of foci dropped back to one (Fig. 1D and Video
S1). Upon disappearance of the last DnaN focus, cells
took another 47.46 9.9 min (n520) before cell division
events were observed. Kymograph analysis of the
shorter daughter cells indicates similar replisome
dynamics, with exception of the delay of about 15 min
before DnaN-mCherry accumulated in the old pole
region (Supporting Information Fig. S1A).
The multiple DnaN-mCherry foci probably are indica-
tive of multiple spatially separated replisomes of the
chromosome and/or the megaplasmids. Marker fre-
quency analysis of logarithmic vs. stationary phase S.
meliloti cultures confirmed bidirectional replication start-
ing from a single origin of each of the three replicons
(Supporting Information Fig. S1B). This supports the
assumption that the additional DnaN foci are associated
to replication of the megaplasmids. We introduced the
chromosomal dnaN-mCherry fusion to S. meliloti
Sma818, a strain cured of the pSymA megaplasmid
(Oresnik et al., 2000). When comparing this strain to the
wild-type, more pSymA-cured cells displayed one or two
DnaN-mCherry foci, whereas less cells showed three or
four foci and none more than four foci (Fig. 1E). This
further supports the assumption that multiple additional
DnaN foci are associated to megaplasmid replication.
Segregation of the three S. meliloti replicons is a
temporally and spatially ordered process
To gain insights into the segregation dynamics of the
three S. meliloti replicons, we performed origin-tracking
experiments applying the fluorescent repressor operator
system (FROS) for observation of chromosomal, pSymA
and pSymB origins. Following cell division, chromosomal
origins segregated after 186 4 min in the S cell (cell
cycle of 139612 min), whilst in the G1 cell segregation
was observed after 326 8 min (cell cycle of 1546 14
min) (Fig. 2A, B and Video S2). The megaplasmid ori-
gins (SymAori-eYFP, SymBori-eCFP) showed different
segregation timings. SymAori segregation occurred post
division at 4366 min in S cells and at 6264 min in G1
cells. SymBori segregation was even further delayed,
with 5668 min in S cells and 686 6 min in G1 cells
(see arrows Fig. 2A and Supporting Information
Videos S3, S4).
Tracking of the three S. meliloti origins, and kymo-
graphs of representative individual time-lapse experi-
ments illustrate the spatiotemporal pattern of origin
segregation (Figs 2B and Supporting Information Fig.
S2A). Similar to Cori dynamics observed in C. cres-
centus (Shebelut et al., 2010), dynamics of the three
types of S. meliloti origins share a basic pattern that
can be separated into three distinct phases: (i) the
release of a single origin focus from the old pole, (ii) the
appearance of the second focus and retraction of one of
these origins to the old pole and (iii) concurrent translo-
cation of the other origin to the new pole. Upon polar
release (i), a single distinct origin focus per replicon
moved in a linear fashion towards midcell. Cori moved
0.1–0.3 (n5 10) of the cell length away from the old
pole before a second Cori spot appeared after
17.564.1 min (Fig. 2B and C, see arrows Supporting
Information Fig. S2A). Upon appearance of a second
Cori signal, translocation of one of these foci to the new
pole occurred at higher speed than during the release
phase and was completed within 20.36 3.8 min
(n550). Before segregation events of the megaplas-
mids were observed, single pSymA and pSymB origins
continued to move towards midcell, implying an
extended polar release phase (i). Although the average
trajectory within phase (i) was linear, it was slower and
origins underwent higher spatial variation between the 5
min monitoring intervals than in later phases, including
receding movements towards the old pole at random
time points (Supporting Information Fig. S2B, see
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arrows). Paired t-tests comparing segregation timings of
Cori-SymAori or SymAori-SymBori in S cells, as well as
Cori-SymAori in G1 cells resulted in P values< 0.001,
which can be considered as statistically highly signifi-
cant. A paired t-test of G1 cell SymAori-SymBori data
gave a significant P value of< 0.005. Whilst the timing
of replicon segregation was strictly ordered, initial posi-
tions of origin segregation relative to the old pole and
Fig. 2. Spatiotemporal dynamics of replicon origins.
A. Representative time-lapse fluorescence microscopy images of cells carrying carrying Cori-eYFP, SymAori-eYFP, or SymBori-eCFP FROS-
tagged origins. Shown are overlays of fluorescence and phase contrast channels of dividing cells until origin segregation events were
observed (see arrows). Five minute time points, scale bar 1 mm.
B. Tracking of Cori, SymAori or SymBori origins. Upper thin lines display cell lengths. Thick lines represent medians (n5 4) of relative origin
positions within the cell at every 5 min over a whole division cycle. Position [px] 05 old pole. C. Statistical significant (***P< 0.001;
**P< 0.005) temporal order of replicon segregation events after cell division, divided into S and G1 phase daughter cells. Chromosome: S cell
17.564.1 min, G1 cell 3268.3 min, n5 40. pSymA: S cell 42.966.4 min, G1 cell 62.164.3 min, n528. pSymB: S cell 55.76 8.1 min, G1
cell 68.266.1 min, n528.
D. Schematic model of S. meliloti origin dynamics and segregation events.
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cell length ranged from 0.3 to 0.5 (n5 10) for SymAori,
and 0.4 to 0.7 (n510) for SymBori (Figs 2B and Sup-
porting Information Fig. S2B). Time-lapse studies of
SymBori-eCFP (Fig. 2A) and SymBori-eYFP FROS
labels (Supporting Information Fig. S3A and Videos S4,
S5) led to similar results. Plotting of the origin tracks of
dual-color FROS visualisations of Cori and SymBori, or
SymAori and SymBori revealed another interesting fea-
ture (Fig. 3A and B). Whilst Coris moved to the extreme
ends of the cell, in the same cell SymBoris localised
near the poles after completion of their segregation, but
never reached the extreme positions of the chromo-
somal origins. SymAori showed trajectories similar to
SymBori and localisation of the associated signals
nearby the poles overlapped with those of SymBori
(Fig. 3B).
Simultaneous tracking of Cori and SymBori, or
SymAori and SymBori in individual cells further con-
firmed the delay between segregation events, with Sym-
Bori segregating 35.465.8 min after Cori, and SymAori
segregating 20.46 4 min before SymBori (Fig. 3A and
Supporting Information Videos S6, S7). Furthermore,
SymBori segregation did not commence before Cori
segregation was complete, indicated by arrival of these
origins at the cell poles. Although the destination posi-
tions of SymAoris in the pole regions varied, it seems
that partitioning of SymBoris was not initiated before
segregation of SymAoris was complete. The transloca-
tion phase of one of the Coris to the new pole never
took longer than 20 min, after the 18 min polar release
phase. In this release phase, cells were already in S
phase, as indicated by formation of the polar DnaN
focus (Fig. 1), but without segregation being observed
(Fig. 2). Therefore, partitioning of the chromosomal ori-
gins likely was complete, before pSymA segregation
started at 43 min (Fig. 2C). Translocation of SymAoris
from around midcell was finished after 10–15 min and
simultaneous observation of the origins of replication of
both megaplasmids never showed segregation of the
SymBoris before the SymAoris arrived at their near-pole
positions (Fig. 3B). Figure 2D summarises the strict
temporal order of origin duplication and segregation
events with the chromosome coming first, followed by
pSymA and pSymB. The dnaN-mCherry construct was
introduced into a strain carrying the Cori-eYFP and
SymBori-eCFP FROS labels. Additional DnaN-mCherry
foci were observed after SymBori segregation had
become visible (Supporting Information Fig. S3B, see
arrows; Video S8), further supporting the assumption
that replication initiation of the megaplasmids results in
additional DnaN foci.
To determine the spatiotemporal pattern of the termi-
nus regions of both megaplasmids SymAter-eYFP and
SymBter-eYFP FROS labels were monitored. The termi-
nus region of the smaller pSymA segregated at
70.565.9 min (S cells, cell cycle of 124.56 9.3 min)
and 92.86 10.3 min (G1 cells, cell cycle of 155.5615.3
min) (n5 20), whilst the terminus region of pSymB seg-
regated at 93.56 6.7 min (S cells, cell cycle of
130.06 6.7 min) and 111.967.0 min (G1 cells, cell
cycle 155.0613.5 min) (n520) after cell division (Fig.
4 and Supporting Information Videos S9, S10). Consist-
ent generation times in the experiments monitoring the
origins of replication (Fig. 2) and the terminus regions
(Fig. 4) allow for deducing the probable interval between
segregation of origin and terminus of each megaplas-
mid. We deduced an interval of 30 min for pSymA and
of about 40 min for pSymB, which is in good agreement
with the difference in size of these megaplasmids. The
terminus region of pSymA localised around midcell, and
after segregation at approximately 1=4 and 3=4 positions
of the predivisional cell (Fig. 4 and Supporting Informa-
tion Video S9). The terminus region of pSymB first local-
ised near the new pole before localisation to midcell
was observed (Fig. 4 and Supporting Information
Video S10).
The RepABC cassette alone is sufficient for
segregation timing
Origin-tracking data showed that segregation of the
smaller pSymA starts earlier than that of pSymB,
excluding that the order of these events correlates with
replicon sizes. Applying the FROS system, we examined
the dynamics of the 11.3 kb mini-replicon pART consist-
ing basically of the pSymA repA2B2C2 region and a 4.1
kb tetO array, introduced to S. meliloti Sma818, a strain
that was cured of its pSymA replicon. The spatiotempo-
ral patterns of segregation of pART and its 1.35 Mb
FROS-tagged ancestor pSymA were comparable. As
observed for pSymA, after cell division the origin of
pART was released from the old pole and moved
towards midcell followed by segregation of the origins,
which started at about 47.56 5.4 min in the S phase
cell, or at 55.06 6.7 min in the G1 cell (Fig. 3C, D and
Supporting Information Video S11). A paired t-test of
pART segregation events in S and G1 cells gave a P
value of< 0.05, confirming statistical significance (Fig.
3E). Furthermore, a paired t-test of pART compared to
SymAori segregation events resulted in P<0.05
(n520; data not shown). Monitoring pART-eYFP in a
strain expressing a plasmid-borne parB-mCherry fusion
for labelling of Cori confirmed that, referred to segrega-
tion of Cori, segregation of pART and SymAori follow
similar spatiotemporal patterns (Fig. S3C and Support-
ing Information Video S12). These consistencies indi-
cate that the repABC cassette is sufficient to govern
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Fig. 3. Dual-colour origin tracking of the S. meliloti replicons.
A. Representative time-lapse fluorescence images of cells carrying Cori-eYFP and SymBori-eCFP, or SymAori-eYFP and SymBori-eCFP
FROS-tagged origins. Durations between segregation events are shown (see arrows, each n5 12). Five minute time points, scale bar 1 mm.
B. Cori-eYFP and SymBori-eCFP, or SymAori-eYFP and SymBori-eCFP tracking. Upper grey thin lines display cell lengths. Dots represent
relative positions of origins within the cell at every 5 min over a whole division cycle. Position [px] 05old pole.
C. Representative time-lapse fluorescence microscopy images of cells carrying pARTori-eYFP. Arrows show segregation events. Five minute
time points, scale bar 2 lm.
D. pARTori-eYFP tracking. Illustration as in Fig. 2B.
E. Statistically significant (*P< 0.05) temporal order of segregation events after cell division of a strain cured of pSymA, carrying the 11.3 kb
replicon pART: S cell 47.56 5.4 min, G1 cell 556 6.7 min. Error bars represent temporal variation, n524.
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DNA replication only once per cell cycle and for segre-
gation of the origin following native timing.
C. crescentus and S. meliloti Hda likely fulfill similar
functions in regulating DnaA activity
DnaA has previously been confirmed to function as rep-
lication initiator of the S. meliloti chromosome and bind-
ing of this protein to dnaA boxes within the
chromosomal origin region located between hemE and
SMc02793 has been reported. Furthermore, DnaA was
found to form a complex with the repA2 promoter region
of pSymA which contains a predicted DnaA box (Sibley
et al., 2006). This led us to ask whether DnaA and Hda
play a role in coordinating initiation of chromosome and
secondary replicons in S. meliloti.
We identified an S. meliloti Hda homologue
(SMc00617) sharing 39% identity with the C. crescentus
HdaA protein. S. meliloti Hda also shows 27% identity
to the S. meliloti DnaA protein, with the homologous
region partly including the predicted ATPase domain III
of DnaA (Supporting Information Fig. S4A).
In agreement with a role of Hda in control of DnaA
activity in S. meliloti, induced overexpression of hda
from plasmid pSRK-Hda affected cell morphology and
DNA content. Cells became homogeneously elongated
(Fig. 5A) and a time course of cell lengths measured
every 3 h after induction showed continuous cell elonga-
tion during the first 9 h (Supporting Information Fig.
S4B). Constitutive overproduction of S. meliloti DnaA
was previously shown to lead to filamentous or
branched cells (Sibley et al., 2006). Similar heterogene-
ous cell morphologies were observed 9 h after induction
of dnaA overexpression from plasmid pSRK-DnaA (Fig.
5A). DNA content was measured by FACS analysis 0, 3,
6 and 9 h after induction of the overexpression con-
structs. Whilst the DNA content continuously increased
during DnaA overproduction, accumulation of DNA was
arrested at about 3–6 h after induction of hda overex-
pression (Fig. 5B). In summary, characterisation of S.
meliloti Hda suggests that, as in C. crescentus, this pro-
tein likely is involved in regulatory inhibition of DnaA.
Altering DnaA activity uncouples replication control of
chromosome and megaplasmids
To dissect whether the effect of DnaA activity on DNA
content was replicon-specific, we determined the DNA
content specific to each replicon applying comparative
genomic hybridisation (CGH) (Fig. 5C). Comparison of
cells 6 h after induction of DnaA overproduction to an
uninduced control showed accumulation of chromo-
somal DNA relative to pSymA and pSymB content. In
contrast, 6 h after induction of hda overexpression the
Fig. 4. Spatiotemporal dynamics of megaplasmid termini.
A. Representative time-lapse fluorescence microscopy images of cells carrying SymAter-eYFP or SymBter-eYFP FROS labels. Shown are
overlays of fluorescence and phase contrast channels of dividing cells until origin segregation events were observed (see arrows). Five minute
time points, scale bar 1 mm.
B. Tracking of termini regions. Upper thin lines display cell lengths. Thick lines represent medians of relative origin positions (n54) within the
cell at every 5 min over a whole division cycle. Position [px] 05old pole.
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bias was shifted to the contrary, with less chromosomal
DNA in relation to the other replicons.
FROS-labelled origins of chromosome and megaplas-
mids were counted in DnaA or Hda overproducing
strains (Fig. 6). Upon DnaA overexpression, 41% of
Cori-tagged cells showed more than two, and up to six
fluorescent foci, whilst SymAori- or SymBori-tagged
cells displayed one or two foci. Six hours after induction
of hda overexpression, 92% of the Cori-tagged cells
exhibited only a single fluorescent focus, whilst the num-
ber of one or two SymAori- and SymBori-mediated foci
was little affected. Taken together, these results suggest
that affecting DnaA activity, either positively or nega-
tively, has a direct impact on the chromosome replica-
tion initiation only, leading to chromosomal overinitiation
or G1 arrest respectively but does not affect replication
of the megaplasmids.
Discussion
Organisms with divided genomes need to coordinate
timing of once-per-cell-cycle replication and faithful seg-
regation in order to avoid interference amongst multiple
replicons. Whereas eukaryotic chromosome replication
involves universal regulators, bacteria with multipartite
genomes investigated so far rely on replicon-specific
regulators (Kawakami and Katayama, 2010). Mecha-
nisms controlling replication initiation of bacterial sec-
ondary chromosomes and megaplasmids, and
Fig. 5. Influence of DnaA
activity on replicon content.
A. Morphological phenotype
of cells carrying pSRK-DnaA
(DnaAOex) or pSRK-Hda
(HdaOex) 6 h after induction
of dnaA or hda
overexpression. Shown are
overlays of DIC and DAPI
stained DNA channels. Scale
bar 2 mm.
B. Time course FACS
analysis of DNA content of
DnaAOex and HdaOex 3, 6
and 9 h after induction.
C. Comparative genomic
hybridisation of DnaAOex and
HdaOex strains induced for
6 h vs. uninduced controls. M
values indicate relative DNA
abundance of induced
cultures, ordered by replicons.
X represents median, thick
blue lines represent upper
and lower quartile, error bars
indicate upper and lower
whisker and asterisks indicate
outlaws.
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integration of these processes into the core cell cycle
are just getting uncovered (Kahng and Shapiro, 2003;
Cervantes-Rivera, 2011; Val et al., 2014; Baek and
Chattoraj, 2014).
In S. meliloti, we unraveled a temporally and spatially
highly ordered choreography of segregation events of
the tripartite genome. Whilst asymmetric cell division,
initial chromosomal origin dynamics, initial replisome for-
mation at the old pole, and G1 arrest of the smaller
daughter cell are striking similarities shared by the cell
cycles of the a-proteobacteria C. crescentus (Jensen
et al., 2001; Viollier et al., 2004; Collier and Shapiro,
2009; Lin et al., 2010) and S. meliloti, formation of multi-
ple DnaN foci, indicative of multiple replisomes, are
unique to S. meliloti. In contrast to E. coli, where the
left-ori-right organisation of the chromosome results in
two widely separated replisomes (Reyes-Lamothe et al.,
2008), in C. crescentus the distance between repli-
somes is shorter due to the ori-ter organisation of the
chromosome (Viollier et al., 2004) and a second repli-
some focus was only observed in 2% of analysed cells
(Jensen et al., 2001). In S. meliloti, formation of addi-
tional replisomes during the cell cycle is most likely
associated to replication initiation of the two megaplas-
mids, and spatially and temporally separated from repli-
cation initiation of the chromosome. This is supported by
(i) temporal correlation of occurrence of additional DnaN
foci and duplicated megaplasmid origins, (ii) spatial sep-
aration of megaplasmid origins from the chromosomal
origins and (iii) upregulation of the megaplasmid-borne
repABC transcripts (De Nisco et al., 2014) in later stages
of the cell cycle.
In C. crescentus, the replisome is assembled at the
old pole during the swarmer-to-stalked cell differentiation,
Fig. 6. Origin abundance after DnaA or Hda overproduction. Cori-eYFP, SymAori-eYFP and SymBori-eYFP foci were observed 6 h after
pSRK-DnaA or pSRK-Hda mediated overexpression. Shown are overlays of fluorescent images of YFP and DIC channels. n> 250 cells for
each construct. Scale bar 1 mm.
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and gradually moves to midcell over the course of the
replication cycle (Collier and Shapiro, 2009). Upon com-
pletion of S phase the replisome disassembles, but cells
continue to grow in a linear fashion until division initiates,
indicating a distinct G2-like phase as proposed in other
bacteria (Laub et al., 2000). The first 40 min of S. meliloti
replisome dynamics strongly resemble the moving DNA
replication factory model described for C. crescentus
(Jensen et al., 2001), where the two bidirectional replica-
tion forks of the single chromosome stay in close proxim-
ity to each other. After release and duplication of the
chromosomal origin, translocation to the poles was per-
formed at higher speed consistent with a recent descrip-
tion of changing origin velocities upon C. crescentus
chromosome segregation (Shebelut et al., 2010). Trajec-
tories of partitioning chromosome and megaplasmid ori-
gins were basically similar, except for the latter showing
a longer polar release phase along with a longer dis-
tance of travelling away from the old pole during this
phase. Furthermore, in contrast to the extreme polar
positions of the chromosomal origins, the megaplasmid
origins showed a subpolar localisation after completion
of segregation, consistent with the previously reported
subpolar localisation of FISH-labelled pSymA and
pSymB origins (Kahng and Shapiro, 2003).
In S. meliloti we observed a strict order of individual
replicon partitioning events, with the chromosome segre-
gation starting first, followed by pSymA 20 min later,
and by pSymB after further 15 min. Delayed replication
initiation of secondary replicons was observed for chro-
mosome 2 of V. cholerae (Rasmussen et al., 2007), and
recently for chromosome 2 of the a-proteobacterial
human and animal pathogen Brucella abortus (Deghelt
et al., 2014). Although our data do not allow to deter-
mine replication initiation of all S. meliloti replicons,
sequential segregation of the origins of replication of the
chromosome and both megaplasmids is in agreement
with a common strategy of temporal coordination of rep-
lication and segregation employed by bacteria carrying
multipartite genomes.
In V. cholerae at the beginning of the cell cycle, both
chromosomes are longitudinally oriented in the cell, with
the origin of chromosome 1 located at the old and its
terminus at the new pole whilst the origin of chromo-
some 2 resides at midcell and its terminus closer to the
new pole (Egan et al., 2005; Fiebig et al., 2006; David
et al., 2014). In S. meliloti at the start of the cell cycle,
the origins of chromosome and megaplasmids localise
to the old pole, whereas the terminus regions of pSymA
and pSymB localise in the midcell area and close to the
new pole respectively. In this respect, spatial organisa-
tion of S. meliloti megaplasmids and V. cholerae chro-
mosomes seems to differ. In V. cholerae, initiation of the
smaller chromosome 2 is delayed until two-third of the
larger chromosome 1 has been replicated resulting in
synchronised replication termination of both V. cholerae
replicons (Rasmussen et al., 2007). In S. meliloti, our
data show that segregation of the smaller pSymA
begins after one-third of the cell cycle before partitioning
of the larger pSymB, and that towards the end of the
cell cycle only a single DnaN cluster remains. Hence,
synchronisation of replication termination of all three
replicons seems to be less probable. Segregation of the
duplicated pSymB terminus regions started about 20
min after segregation of those of pSymA. The deduced
time span between segregation of origin and terminus
regions of pSymA was about 25% shorter than for
pSymB, which correlates well to the 20% difference in
size of these megaplasmids.
Little is known about the coordinated control of bacte-
rial multireplicon replication. Recently, a binding site for
the replication initiator protein RctB of V. cholerae chro-
mosome 2 was identified on chromosome 1 (Baek and
Chattoraj, 2014). A communication mechanism between
both chromosomes was suggested based on remodeling
of RctB by a chaperone-like activity of this binding site
resulting in enhanced replication of chromosome 2. In
S. meliloti, our data imply that segregation of the sec-
ondary replicons initiate after the origin of the earlier
partitioning replicon (chromosome or megaplasmid) has
reached the new pole. Therefore, it is tempting to spec-
ulate that origin tethering to the new pole may serve as
a checkpoint to initiate the following replicon initiation or
segregation events.
As repABC transcripts are upregulated later in the cell
cycle (De Nisco et al., 2014) and have been shown to
be involved in partitioning of the megaplasmids (Pinto
et al., 2012) these proteins most likely drive the fast
translocation of these replicons following origin duplica-
tion. The nucleoprotein complex ParABS is composed of
the partitioning proteins ParA and ParB and the parS
site located close to the origin of replication. In many
bacteria, this complex is critical for chromosome segre-
gation. How the components of the ParAB-parS or
RepAB systems work together to generate translocation
force is uncertain, yet a recent study describes a model
where DNA-bound ParA-ATP dimers serve as transient
tethers that use the elastic dynamics of the chromo-
some to relay the partition complex from one DNA
region to another across a ParA-ATP dimer gradient
(Lim et al., 2014). In this model, ParB intermittently
binds to the DNA-bound ParA-ATP dimer, which prob-
ably adopts an ATP-hydrolysis competent state. A high
ParB concentration (as present in the parS-ParB com-
plex) is needed to stimulate ParA ATPase activity result-
ing in release from the DNA. This model may also apply
to partitioning of megaplasmids involving their specific
RepAB-parS complexes.
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Specific to a-proteobacteria, CtrA serves as a master
regulator of cell-cycle-dependent transcription and was
shown to inhibit replication initiation by Cori sequestra-
tion in C. crescentus (Quon et al., 1998). S. meliloti Cori
does not contain CtrA binding motifs (Brilli et al., 2010)
and is not bound by CtrA, but depletion of CtrA led to
an increase in cellular DNA content whilst maintaining
the equal ratio of the three replicons in S. meliloti (Pini
et al., 2015). Therefore, a mechanism upstream or inde-
pendent of CtrA may be involved in communication
between chromosome and secondary replicons for repli-
cation. Altering DnaA activity either positively or nega-
tively by overexpression of dnaA or hda respectively
resulted in an increase in replication initiation events or
G1 arrest of the chromosome only, suggesting that
DnaA or Hda are not essential components in this com-
munication. Interestingly, the repA2B2C2 cassette of
pSymA alone was sufficient to confer the spatiotemporal
properties of this megaplasmid to a small artificial plas-
mid in the S. meliloti cell cycle. Although the mecha-
nisms of integration of the megaplasmids into the cell
cycle remain unknown this observation certifies that all
megaplasmid-encoded factors and/or cis-sequence ele-
ments required for these coordinated cell cycle proc-
esses are located within the repABC region.
Experimental procedures
Bacterial strains, plasmids and growth conditions
Bacterial strains and plasmids used in this study are listed
in Table 1 and oligonucleotides in Supporting Information
Table S1. S. meliloti strains were grown in tryptone yeast
(TY) full medium or in GMS minimal medium (Zevenhuizen
and van Neerven, 1983) at 308C, E. coli strains in LB
medium at 378C. When required, antibiotics were comple-
mented to the following final concentrations (mg/l for solid
media plates): streptomycin (Sm) 600; nalidixic acid (Nx)
10; kanamycin (Km) 200; gentamycin (Gm) 40 and tetracy-
cline (Tc) 8 for S. meliloti strains. For E. coli strains Km 50
or Gm 10 were added. Final antibiotic concentrations were
reduced to 50% in liquid cultures. pSRK-mediated overex-
pression (Khan et al., 2008) was induced by addition of
IPTG to a final concentration of 0.5 mM. Twenty millimolar
taurine was added to activate inducible FROS constructs
6 h prior to microscopic time-lapse observation.
Construction of S. meliloti derivate strains
Details of S. meliloti strain construction are provided in the
supplementary material. The chromosomal dnaN coding
region of S. meliloti wild-type 2011 and the pSymA-cured
strain Sma818 (Oresnik et al., 2000) was replaced by a
dnaN-mCherry translational fusion by double homologous
recombination.
For live cell tracking of origins of replication, the two-
color fluorescent repressor operator system (FROS) was
applied (Lau et al., 2003). tetO120 (120 tet operators) or
lacO120 (120 lac operators) cassettes were inserted into
the chromosome (dnaQ-seqB intergenic region, 08 posi-
tion), pSymA (SMa2383-SMa2385 intergenic region, 08
position; SMa1188-SMa1191 intergenic region, 1808 posi-
tion), or pSymB (SMb20041-SMb20042 intergenic region,
18 position; SMb21556 region, 2338 position) by double
homologous recombination.
The mini replicon pART comprises three functional mod-
ules. (i) The pSymA repA2B2C2 region for propagation in
S. meliloti and the p15A origin for maintenance in E. coli.
Analog to MacLellan et al. (2006), for improved replicon
stability the repA2B2C2 region including only incy1 instead
of incy1–5 sequences was used. (ii) A spectinomycin resist-
ance cassette including the aadA1 coding region. (iii) A 4.1
kb tetO array. pART was introduced to the pSymA-cured
strain Sma818 (Oresnik et al., 2000) by electroporation.
For IPTG-induced overexpression, dnaA or hda coding
regions were inserted into pSRK-Gm and introduced to
either S. meliloti 2011 or FROS-tagged strains.
For operator array visualisation, taurine-induced PtauA
lacI-eCFP tetR-eYFP driven production of LacI-eCFP and
TetR-eYFP proteins, specifically binding to lacO or tetO
sites respectively was applied (Mostafavi et al., 2014; Lau
et al., 2003). pK19m2 pTauA LacI-eCFP TetR-eYFP was
integrated by single recombination into the genomic tauA
promoter region of the S. meliloti strains.
Fluorescence microscopy
Bacteria were visually examined by differential interference
contrast or phase contrast and epifluorescence or HILO flu-
orescence microscopy using a Nikon Eclipse Ti-E micro-
scope equipped with 1003 CFI Apo TIRF Oil objective
(numerical aperture of 1.49) or 1003 CFI Plan Apo Lambda
DM Oil objective (NA of 1.45) with AHF HC filter sets F36-
513 DAPI (excitation band pass 387/11 nm, beam splitter
409 nm, emission band pass 447/60 nm), F36-525 eGFP
(excitation band pass 472/30 nm, beam splitter 495 nm,
emission band pass 520/35 nm), F36-504 mCherry (excita-
tion band pass 562/40 nm, beam splitter 593 nm, emission
band pass 624/40 nm), F36-528 YFP (excitation band pass
500/24 nm, beam splitter 520 nm, emission band pass 542/
27 nm) and F36-544 CFP (excitation band pass 438/24 nm,
beam splitter 458 nm, emission band pass 483/32 nm). Flu-
orescence was excited by a multibeam argon laser for 457/
488/514 nm, or a solid-state laser for 561 nm wavelengths.
Images were acquired with an Andor iXon3 885 EMCCD
camera. Exposure times ranged from 50 to 500 ms. Image
acquisition and adjustment was done with Nikon NIS ele-
ments 4.0 software.
For time-lapse studies, overnight precultures grown in TY
full medium with appropriate antibiotics were washed and
resuspended in GMS minimal medium supplemented with
10% TY (GMSTY medium). FROS was induced by adding
20 mM taurine to the preculture 6 h prior observation. Log-
arithmic growing cells were placed on GMSTY 1% agarose
pads and were allowed to adapt for 1 h before observation.
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All experiments were performed at 308C. Tracking of fluo-
rescent tagged origins was performed using the Microbe
Tracker Suite (Sliusarenko et al., 2011). Time point zero
was defined as the first image frame showing sibling cells
physically separated after cell division.
Flow cytometry
Bacterial cultures were grown as indicated, and were pre-
pared and analysed as previously described by Robledo
et al. (2015).
Marker frequency analysis
S. meliloti was inoculated into 50 ml TY medium containing
600 mg/ml streptomycin at an initial cell density of OD600 of 0.1.
After incubation at 308C and 200 rpm, samples were taken at
OD600 of 0.6 (exponential phase) or OD600 of 2.4 (overnight
culture, stationary phase) and immediately frozen in liquid nitro-
gen. Preparation and acquisition of Illumina Miseq data were
performed as previously described (Sch€aper et al., 2015),
obtaining the following reads: S. meliloti 2011 (stationary):
adapter 1: 5.1 3 106, adapter 2: 3.1 3 106; S. meliloti 2011
(exponential): adapter 1: 4.8 3 106, adapter 2: 2.9 3 106
Table 1. Strains and plasmids.
Strain or plasmid Relevant characteristics Source
Strains
S. meliloti 2011 Nxr, Smr, Sm resistant derivative of S. meliloti SU47. Casse (1979)
2011 Cori-eYFP SymBori-eCFP 2011 Cori::tetO120 (08) SymBori::lacO120 (18) pTauA::lacI-eCFP tetR-eYFP, Kmr This work
2011 Cori-eYFP SymBori-eCFP 2011 Cori::tetO120 (08) SymBori::lacO120 (18) pTauA::lacI-eCFP tetR-eYFP, Kmr This work
2011 SymAori-eYFP
SymBori-eCFP DnaN-mCh
2011 SymAori::tetO120 (08) SymBori::lacO120 (18) pTauA::lacI-eCFP tetR-eYFP,
DnaN replaced with dnaN-mCherry, Kmr, Gmr
This work
2011 DnaN-mCh 2011 dnaN replaced with dnaN-mCherry, Gmr This work
2011 DnaAOex 2011 pSRKGm-DnaA This work
2011 Cori-eYFP DnaAOex 2011 Cori-eYFP, pSRKGm-DnaA This work
2011 SymAori-eYFP DnaAOex 2011 SymAori-eYFP, pSRKGm-DnaA This work
2011 SymBori-eYFP DnaAOex 2011 SymBori-eYFP, pSRKGm-DnaA This work
2011 HdaOex 2011 pSRKGm-Hda This work
2011 Cori-eYFP HdaOex 2011 Cori-eYFP, pSRKGm-Hda This work
2011 SymAori-eYFP HdaOex 2011 SymAori-eYFP, pSRKGm-Hda This work
2011 SymBori-eYFP HdaOex 2011 SymBori-eYFP, pSRKGm-Hda This work
Sma818 S. meliloti 2011 cured of megaplasmid pSymA Oresnik et al. (2000)
Sma818 DnaN-mCh Sma818 dnaN replaced with dnaN-mCherry, Gmr This work
S. meliloti pART Sma818 harbouring pART mini-replicon This work
S. meliloti pART ParB-mCherry Sma818 harbouring pART mini-replicon, pSRK-ParB-mCherry This work
2011 pSymAter-eYFP 2011 SymAter::tetO120 pTauA::lacI-eCFP tetR-eYFP, Kmr This work
2011 pSymBter-eYFP 2011 SymBter::tetO120 pTauA::lacI-eCFP tetR-eYFP, Kmr This work
Plasmids
pK19mobsacB Suicide plasmid in S. meliloti, sacB, oriV, Kmr Sch€afer et al. (1994)
pLAU43 pUC18 derivate, carrying 2 x 120 lac operator cassettes Lau et al. (2003)
pLAU44 pUC18 derivate, carrying 2 x 120 tet operator cassettes Lau et al. (2003)
pLAU53 pBAD24 derivate, carrying lacI-eCFP, tetR-eYFP translational fusions Lau et al. (2003)
pMS252 pSVB28 carrying aacC1 Becker et al. (1995)
pMB393 pBBR1MCS carrying aadA1 Barnett et al. (2000)
pK19ms Cori-tetO120 pK19mobsacB carrying 120 tet operators and flanking regions for
marker free insertion into dnaQ-seqB intergenic region
This work
pK19ms SymAori-tetO120 pK19mobsacB carrying 120 tet operators and flanking regions for
marker free insertion into SMa2383-2385 intergenic region
This work
pK19ms SymBori-lacO120 pK19mobsacB carrying 120 lac operators and flanking regions for
marker free insertion into SMb20041-20042 intergenic region
This work
pK19ms SymBori-tetO120 pK19mobsacB carrying 120 tet operators and flanking regions for
marker free insertion into SMb20041-20042 intergenic region
This work
pK19m2 pTauA LacI-eCFP
TetR-eYFP
pk19mob2 taurine inducible lacI-eCFP tetR-eYFP expression construct,
integrating into pTauA region
This work
pK19ms DnaN-mCherry pK19mobsacB with dnaN-mCherry translational fusion, Gmr, dnaN
downstream region
This work
pSRKKm, pSRKGm pBBR1MCS-2 derivative with a Plac promoter, lacIq, lacZa
1, Kmr or Gmr Khan et al. (2008)
pSRKKm-ParB-mCherry pRKKm carrying S. meliloti parB fused to mCherry Elizaveta Krol
pSRKGm-DnaA pSRKGm harbouring the dnaA coding region Robledo et al. (2015)
pSRKGm-Hda pSRKGm harbouring the hda coding region This work
pUC18 mCh-aacC1 pUC18 carrying mCherry and aacC1 coding regions Greif et al. (2010)
pK18m2 Suicide vector, mob, lacZ, Kmr Tauch et al. (1998)
pACYC177 bla, p15A origin, Kmr Chang and Cohen
(1978)
pJD45 pACYC177 derivate carrying pSymA repA2B2C2 This work
pART artificial mini-replicon consisting of repA2B2C2, incy, p15A, aadA1, tetO120 This work
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reads. Paired-end reads were mapped by the QuasR R pack-
age onto the S. meliloti replicons. Only unique hits were con-
sidered. Subsequently, chromosomal coverage was determined
from the obtained mapped genomic DNA reads using the
genomecov from the bedtools toolbox. Chromosomal coverage
of exponential and stationary phase samples was normalised
by the total coverage (sum of coverage) of each sample. To
identify minimal variations in the copy number along the repli-
cons, we used sliding window averaging. The size of the win-
dow comprises half of the chromosome. After averaging, the
value at a certain chromosomal position reflects the average
coverage of 25% of the chromosome left and right of the indi-
cated position. This process averages out random noise.
Finally, the ratio of exponential and stationary phase data sets
was determined. To easily identify changes in the copy num-
ber, the ratio was further normalised such that the minimum
(terminus region) was set to a copy number of one.
Comparative genomic hybridisation
Independent S. meliloti 2011 wild-type cultures grown in 50 ml
TY rich medium were harvested in logarithmic phase (OD600
of 0.6) or stationary phase (overnight culture). Sinorhizobium
meliloti 2011 carrying pSRKGm-DnaA or carrying pSRKGm-
Hda were grown in 50 ml TY rich medium with appropriate
antibiotics to OD600 of 0.6 and harvested 6 h after IPTG induc-
tion. Cells were disrupted and DNA was sheared by ultrasoni-
cation (Bioruptor, Diagenode). Total DNA was acquired by
phenol/chloroform extraction, aminoallyl-dUTP was incorpo-
rated into the DNA by synthesis and labelled by Cy3- or Cy5-
succinimidyl ester, followed by hybridisation of the labelled
DNA to the Sm14kOLI microarray (ArrayExpress Accession
No. A-MEXP-1760), image acquisition and data analysis as
previously described (Serrania et al., 2008). The Sm14kOLI
microarray carries 50 to 70mer oligonucleotides probes repre-
senting coding and intergenic regions of the S. meliloti 1021
genome. Normalisation and t-statistics were carried out using
the EMMA 2.8.2 microarray data analysis software (Dondrup
et al., 2009). Coding regions with P value 0.05 were
included in the analyses, with the M value representing the
log2 ratio of both channels. Microarray hybridisation data are
available at ArrayExpress (accession number E-MTAB-3924).
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a b  s t  r a c t
The  soil-dwelling  a-proteobacterium  Sinorhizobium  meliloti  serves  as model  for  studies  of symbiotic
nitrogen  fixation,  a highly  important  process  in sustainable  agriculture.  Here,  we  report  advancements
of  the  genetic  toolbox  accelerating  genome  editing  in S.  meliloti.  The hsdMSR  operon  encodes  a  type-
I  restriction-modification  (R-M)  system.  Transformation  of  S. meliloti  is  counteracted  by  the  restriction
endonuclease  HsdR  degrading  DNA  which  lacks  the  appropriate  methylation  pattern.  We  provide  a stable
S. meliloti  hsdR  deletion  mutant  showing  enhanced  transformation  with  Escherichia  coli-derived  plasmid
DNA  and demonstrate  that  using  an  E. coli plasmid  donor,  expressing  S.  meliloti  methyl  transferase  genes,
is an  alternative  strategy  of  increasing  the  transformation  efficiency  of S.  meliloti.  Furthermore,  we  devise
a  novel  cloning-free  genome  editing  (CFGE)  method  for  S. meliloti,  Agrobacterium  tumefaciens  and Xan-
thomonas  campestris,  and  demonstrate  the  applicability  of this  method  for  intricate  applications  of  the
Cre/lox  recombination  system  in S.  meliloti.  An enhanced  Cre/lox  system,  allowing  for  serial  deletions  of
large  genomic  regions,  was  established.  An  assay  of lox  spacer  mutants  identified  a set  of  lox sites  medi-
ating  specific  recombination.  The availability  of several  non-promiscuous  Cre recognition  sites  enables
simultaneous  specific  Cre/lox  recombination  events.  CFGE combined  with  Cre/lox  recombination  is put
forward as  powerful  approach  for  targeted  genome  editing,  involving  serial  steps  of  manipulation  to
expedite  the  genetic  accessibility  of S.  meliloti  as  chassis.
©  2016  Elsevier  B.V.  All rights  reserved.
1. Introduction
Although nitrogen gas is the main component of the atmo-
sphere, it cannot be directly assimilated by plants. Agricultural
practices therefore require an effective management of nitrogen
availability. Modern agriculture faces challenges, such as  exces-
sive use, leaching and volatilization of mineral nitrogen fertilizer
that is produced in an energy intensive process. Because of this
environmental burden, leguminous plant crops fixing nitrogen by
means of endosymbiotic rhizobia increasingly gain importance in
agricultural practices.
Recent technical advances in life sciences enable extensive
genomic manipulations and promote synthetic biology in designing
and constructing biological systems towards a better understand-
ing and diverse applications. These technical advances as  well as an
increasing understanding of the molecular principles of prokaryotic
nitrogen fixation and the rhizobia-legume symbiosis have inspired
ambitious long-term projects to engineer the nitrogen fixation
∗ Corresponding author.
E-mail address: anke.becker@synmikro.uni-marburg.de (A. Becker).
pathway and to introduce this pathway or nitrogen fixing bacteria
into cereal crops (Mus et al., 2016). These approaches are complex
engineering problems, but have the potential to provide biotech-
nological solutions to the nitrogen problem.
Despite the increasing importance of nitrogen-fixing rhizobia,
the genetic toolbox for engineering of a-proteobacterial rhizobia
is not well developed regarding the demands of recent synthetic
biology approaches. Sinorhizobium meliloti, the microsymbiont of
plants of the genera Medicago, Melilotus and Trigonella, is a well-
studied model for symbiotic nitrogen fixation (Gibson et al., 2008).
The S.  meliloti genome is commonly composed of a chromosome
(3.65 Mb) and the megaplasmids pSymA (1.35 Mb) and pSymB
(1.68 Mb) (Galibert et al., 2001). Natural populations of this species
show extensive variations at genetic level, with the highest varia-
tion observed on the megaplasmids (Galardini et al., 2011; Giuntini
et al., 2005). Also the genome architecture was found to be  highly
dynamic. Strains with various genome configurations and even
fusions of the chromosome and both megaplasmids were iden-
tified (Guo et al., 2003). Construction of strains characterized by
large deletions on the megaplasmids, or even cured for one or both
of these replicons (diCenzo et al., 2014; Oresnik et al., 2000), fur-
ther underscore the robustness of S. meliloti against a wide range
http://dx.doi.org/10.1016/j.jbiotec.2016.06.033
0168-1656/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.
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of genomic modifications. This robustness and efficient methods
for genome engineering are important qualities of a chassis in syn-
thetic biology.
A variety of powerful techniques are available for genome engi-
neering in S. meliloti, including the lambda integrase, Flp/FRT and
Cre/loxP recombination systems (Harrison et al., 2011; House et al.,
2004; Milunovic et al., 2014). The bacteriophage tyrosine recom-
binase Cre catalyzes reciprocal non-homologous recombination at
a specific DNA recognition site (loxP) (Abremski and Hoess, 1984;
Hoess et al., 1982; Sternberg and Hamilton, 1981). This 34 bp ele-
ment consists of  13 bp palindromic sequences (left and right arm)
flanking an 8 bp spacer region. Both left/right arms and spacer
region have been mutated, making the Cre reaction largely uni-
directional and specific (Araki et al., 1997; Lee and Saito, 1998;
Langer et al., 2002; Missirlis et al., 2006). Proper functioning of
Cre-mediated recombination is independent of host cofactors or
accessory proteins. Genome engineering applications based on
Cre/loxP were successfully employed in  various bacterial model
organisms (Lambert et al., 2007; Suzuki et al., 2005; Yu et al.,
2002), including S. meliloti (Harrison et al., 2011) and A. tumefaciens
(Liu et al., 2016). Since advanced genome engineering approaches
rely on serial genomic integration of functional elements, common
cloning procedures pose a significant hindrance in Cre/loxP applica-
tions in terms of speed and multiple usage of genetic elements, such
as plasmid vectors. To fully exploit the potential of this recombina-
tion system for application in comprehensive genome engineering
and to accelerate simple manipulations (e.g. gene knockout or tag-
ging), a fast-track procedure for genome editing would be of great
benefit.
For transformation of S. meliloti the method of choice is
Escherichia coli-mediated conjugal transfer of plasmid DNA. But
from the viewpoint of genome engineering conjugation imposes
several restrictions. Common protocols are time-consuming and
based on only a few plasmid families. Electroporation can overcome
most drawbacks associated with conjugation. However, electropo-
ration of plasmid DNA into wild type bacteria is mostly inefficient,
which is frequently caused by restriction-modification (R-M) sys-
tems. Whereas most Sinorhizobium species are supposed to lack an
R-M system, such a system encoded by the chromosomal hsdMSR
operon was identified in the model organism S. meliloti Rm1021
(Capela et al., 2001; Ferri et al., 2010). In type-I R-M systems the
role of HsdR is to cleave DNA lacking the appropriate methylation
pattern. HsdS and HsdM form a complex in which HsdS is required
for specific DNA recognition, and HsdM binds and carries out the
methylation of adenosine residues (Ferri et al., 2010; Murray, 2000).
Inactivation of the putative type-I restriction enzyme HsdR resulted
in elevated transformation rates of S. meliloti Rm1021 (Ferri et al.,
2010).
In this study, we advance the genetic toolbox for S. meliloti. We
provide a stable S. meliloti hsdR deletion mutant showing enhanced
transformation with E. coli-derived plasmid DNA, and demonstrate
that using an E. coli plasmid donor expressing S. meliloti hsdMS-
ccrM is an alternative strategy of increasing the transformation
efficiency of S. meliloti. Furthermore, we devise a  cloning-free
genome editing (CFGE) procedure, show that this method is also
applicable in the related a-proteobacterium A. tumefaciens and the
g-proteobacterium X. campestris, and pave the way for intricate and
serial applications of the Cre/lox recombination system in S. meliloti.
2. Material and methods
2.1. Bacterial strains and growth conditions
Bacterial strains used in this study are derivatives of E. coli
K12, S. meliloti Rm1021, A. tumefaciens C58 and X. campestris B100
(X. campestris) (Table 1). E.  coli strains were grown at 37 ◦C  in
Luria-Bertani (LB) medium (Sambrook and Russel, 2001). S. meliloti
strains were cultivated at 30 ◦C in tryptone yeast extract (TY)
medium (Beringer, 1974). A. tumefaciens and X. campestris strains
were grown at 30 ◦C in LB medium. If necessary, media were
supplemented with the following antibiotics: Ampicillin (Amp;
100 mg/ml for E. coli), gentamicin (Gm; 10 mg/ml for E.  coli, 20 mg/ml
for S. meliloti and 30 mg/ml for X. campestris and A. tumefaciens),
kanamycin (Km; 50 mg/ml for E.  coli and 100 mg/ml for S. meliloti),
streptomycin (Str; 600 mg/ml for S. meliloti and 800 mg/ml for X.
campestris and A. tumefaciens), or tetracycline (Tc; 5–10 mg/ml for
S. meliloti). Calcofluor fluorescence assays were performed on TY
(S. meliloti) or LB (X. campestris, A. tumefaciens) agar plates sup-
plemented with appropriate antibiotics and 200 mg/ml calcofluor
(Fluorescent Brightener 28, Sigma). Cell suspensions were adjusted
to an initial cell density at 600 nm (OD600) of 0.1, dropped on agar
plates and incubated over 48 h at 30 ◦C.
2.2. Plasmid and strain construction
Strains and constructs used in this study are listed in Table 1.
Oligonucleotides are listed in Table S2 and a detailed description of
constructs is given in Table S1.
2.2.1. Construction of strains and plasmids for transformation
studies
For construction of S. meliloti strain Sm1hsdR, DNA fragments
flanking the coding sequence of hsdR (SMc02292) were PCR-
amplified and inserted into suicide vector pK18mobsacB, resulting
in pJD11. The construct was introduced into S. meliloti and the
backbone was subsequently deleted via sucrose selection (Schäfer
et al., 1994). In order to determine integration efficiency of a typical
construct for genome engineering applications, ∼500 bp homolo-
gous sequences for integration into different loci on pSymB were
cloned into a pK18mob2 derivative which was designed for Cre/loxP
procedures, giving rise to pJD23-25 (“Insert 1–3”). In order to intro-
duce DNA methyltransferase genes into E.  coli, the moderate-copy
number vector pSRK and the low-copy number vector pPHU231
were used. The coding sequence (CDS) of CcrM (SMc00021) was
integrated into pSRKKm, giving rise to pSRKKm:ccrM. Sequences
of hsdM (SMc02296) and hsdMS (SMc02295-02296) including the
native RBS were inserted into pSRKGm, resulting in  constructs
pJD29 and pJD30, respectively. For construction of a  pPHU231-
based helper plasmid hsdMS and ccrM were cloned under the
control of the PBAD promoter (Guzman et al., 1995), giving rise to
pJD109. The construct was introduced into E. coli DH5a, resulting
in strain DH5a109.
2.2.2. Construction of strains and plasmids for Cre/lox
applications
In order to construct an S. meliloti cre expression strain a DNA
fragment comprising a  sequence for homologous recombination
with the tauX locus and the coding sequences of Cre recombinase
and tetracycline resistance cassette was released from pJG468 and
inserted into pK18mobsacB. Cloning of a  second region for homol-
ogous recombination with the tauX locus resulted in pJD19 and
enabled deletion of the plasmid backbone via sucrose selection
(Schäfer et al., 1994). The resulting marker-free strain SmCre was
also transformed with pJD11 for deletion of hsdR, giving rise to
strain SmCre1hsdR. Basically, all constructs produced to assay and
validate Cre/lox applications mediate deletion of the exo gene clus-
ter on pSymB by use of different lox site derivatives. Plasmids pJD35,
pJD78, pJD79, pJD80 were used for determination of Cre-mediated
recombination efficiency resulting from differently mutated lox
sites. Both pJD35 and pJD78 are based on pK18mobsacB carrying
a native loxP site and loxR, respectively. lox sites are flanked by
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Table 1
Bacterial strains and plasmids used in this study.
Strains/Plasmids Description References
S. meliloti
Rm1021 Wild type strain Galibert et al. (2001)
B033 Rm1021 carrying excision module for Cre/loxP studies Harrison et al. (2011)
Sm1hsdR Rm1021 hsdR deletion strain This work
SmCre Rm1021 cre expression strain, tauX:cre-tetRA This work
SmCre1hsdR Rm1021 cre expression strain with hsdR deletion, tauX: cre-tetRA This work
Rm1021 exoB CFGE-mediated inactivation of exoB This work
JDSm80 SmCre prepared for loxLR/loxP-mediated deletion of the exo gene cluster This work
JDSm84 SmCre prepared for loxL/loxR-mediated deletion of the exo gene cluster This work
JDSm85 SmCre1hsdR prepared for loxL/loxR-mediated deletion of the exo gene cluster This work
JDSm93 JDSm851exo gene cluster This work
JDSm128 SmCre1hsdR derivative used for mutant lox site assay (lox1) This work
JDSm129 SmCre1hsdR derivative used for mutant lox site assay (lox2) This work
JDSm130 SmCre1hsdR derivative used for mutant lox site assay (lox3) This work
JDSm131 SmCre1hsdR derivative used for mutant lox site assay (lox4) This work
JDSm132 SmCre1hsdR derivative used for mutant lox site assay (lox5) This work
JDSm133 SmCre1hsdR derivative used for mutant lox site assay (loxP) This work
A. tumefaciens
C58 Wild type strain Goodner et al. (2001)
C58 exoB CFGE-mediated inactivation of exoB This work
X. campestris
B100 Derivative of strain DSM1526 Vorhölter et al. (2008)
B100 exoB CFGE-mediated inactivation of exoB This work
E. coli
DH5a Used for cloning procedures and plasmid extraction Hanahan (1983)
MG1655 Used for plasmid extraction Blattner et al. (1997)
MC4100 Used for plasmid extraction Peters et al. (2003)
S17-1 Used for conjugation with S. meliloti Simon et al. (1983)
DH5a109 DH5a carrying helper plasmid pJD109 This work
Plasmids
pBad18 Expression vector containing promoter PBAD (Ampr) Guzman et al. (1995)
pK18mob2 Suicide vector (Kmr) Schäfer et al. (1994)
pK18mobsacB Suicide vector carrying sacB for sucrose selection (Kmr) Schäfer et al. (1994)
pSRK-Gm/Km Broad-host-range expression vector (Gmr ,  Kmr) Khan et al. (2008)
pPHU231 Low-copy vector (Tcr) Hübner et  al. (1991)
pJG468 Ptau-cre integration vector (Tcr) Harrison et al. (2011)
pJG181 Excision module vector (Gmr) Harrison et al. (2011)
pJD11 hsdR deletion construct (Kmr) This work
pJD19 cre-tetRA integration vector (Kmr ,  Tcr) This work
pJD23 pK18mob2 derivative carrying ∼550 bp exoP fragment (Kmr) This work
pJD24 pK18mob2 derivative carrying ∼550 bp exoI fragment (Kmr) This work
pJD25 pK18mob2 derivative carrying ∼550 bp exsA fragment (Kmr) This work
pSRKKm:ccrM pSRKKm carrying ccrM (Kmr) B. Frage (unpublished)
pJD29 pSRKGm carrying hsdM (Gmr) This work
pJD30 pSRKGm carrying hsdMS (Gmr) This work
pJD109 pPHU231 carrying hsdMS-ccrM (Tcr) This work
pJD35 pK18mobsacB carrying loxP (Kmr) This work
pJD78 pK18mobsacB carrying loxR (Kmr) This work
pJD79 pK18mobsacB carrying loxL (Kmr) This work
pJD80 pK18mobsacB carrying loxLR (Kmr) This work
pCreDelR pK18mob2 carrying aacC1 and loxR (Kmr/Gmr) This work
pCreDelL pK18mobsacB carrying loxL (Kmr) This work
pJD116 pCreDelL carrying a lox array providing loxL and lox1L-lox5L (Kmr) This work
pJD121 pCreDelR carrying lox1R (Kmr/Gmr) This work
pJD122 pCreDelR carrying lox2R (Kmr/Gmr) This work
pJD123 pCreDelR carrying lox3R (Kmr/Gmr) This work
pJD124 pCreDelR carrying lox4R (Kmr/Gmr) This work
pJD125 pCreDelR carrying lox5R (Kmr/Gmr) This work
DNA sequences necessary for integration downstream of the exo
gene cluster via double homologous recombination. In  contrast,
pK18mobsacB derivatives pJD79 and pJD80 carry a DNA sequence
for integration upstream of the exo gene cluster followed by loxL
and loxLR, respectively. For construction of S.  meliloti strain JDSm80,
SmCre was transformed with pJD35 and pJD80 including sucrose
selection mediated deletion of the backbone of pJD35. JDSm84 is a
derivative of SmCre which was constructed by genomic integration
of pJD78 and pJD79, including sucrose selection mediated deletion
of the backbone of pJD78.
pCreDelL and pCreDelR are designed for CFGE-mediated Cre/lox
deletions. pCreDelR is  a pK18mob2 derivative carrying a gentam-
icin resistance cassette and loxR. The insert serves as  PCR template
and is necessary for CFGE-mediated integration of loxR downstream
of the exo gene cluster close to the thiD locus. pCreDelL is  based on
pK18mobsacB and comprises loxL and a sequence homologous to
a  target site upstream of the exo gene cluster at the exsA locus.
Construction of JDSm85, utilizing pCreDelL and pCreDelR, is part
of the method described in Fig. 4B and Table S1. Constructs used
to examine spacer mutant lox sites are based on pCreDelL and
pCreDelR. For this purpose the loxR sequence of pCreDelR was
replaced with spacer and arm mutant lox sites lox1R-lox5 R giving
rise to constructs pJD121 (lox1R), pJD122 (lox2R), pJD123 (lox3R),
pJD124 (lox4R) and pJD125 (lox5R). Furthermore, loxL carried by
pCreDelL was replaced with a loxL array, which was obtained as
synthetic DNA fragment (Integrated DNA Technologies). The array
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consists of six lox sites (loxL and lox1L-lox5L). These are separated
by 25 nucleotides containing individual restriction sites and 19 bp
“neutral” DNA spacers designed with R2oDNA (Casini et al., 2014).
CFGE-mediated construction of respective S. meliloti strains gave
rise to JDSm128-133 which exhibit the loxL array upstream of
the exo gene cluster and one of each spacer mutant loxR deriva-
tives downstream of the exo cluster. The detailed construction of
JDSm128-133 is  described in Table S1.
2.3. DNA manipulation and plasmid DNA extraction
Standard techniques were employed for common cloning proce-
dures (Sambrook and Russel et al., 2001). For generation of lox sites,
oligonucleotides were 5′ phosphorylated using T4 Polynucleotide
Kinase (Fermentas) and subsequently hybridized. Plasmid DNA
from E. coli strains and S.  meliloti Rm1021 was purified using the
E.Z.N.A. Plasmid Mini Kit (Omega Bio-Tek) following the supplier’s
instructions. For gel extractions, the illustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare Life Sciences) was used accord-
ing to manufacturer’s recommendations. Dephosphorylation of
5′-ends of DNA was achieved by use of FastAP Thermosensitive
Alkaline Phosphatase (Fermentas).
2.3.1. Plasmid extraction from E. coli and S. meliloti strains for
assessing electroporation efficiency
Cultures of E. coli DH5a109-pSRKGm and DH5a strains bearing
pSRKKm-ccrM, pJD29 and pJD30 (plus empty vectors pSRKGm/Km
or pPHU231 as a control) were diluted to an OD600 of 0.001 and
incubated as triplicates overnight in 12 ml LB medium supple-
mented with appropriate antibiotics, and IPTG (50, 500 mM) or
arabinose (0.2%). In order to gain a homogeneous quality of DNA
samples, plasmid DNA was purified from three replicates and sub-
sequently pooled. Cultures of S. meliloti Rm1021 carrying pSRKGm
were adjusted to an OD600 of 0.01 and incubated as  triplicate
overnight in 12 ml TY medium supplemented with streptomycin
and gentamicin. Plasmid DNA was purified from two replicates
and subsequently pooled. DNA quality and quantity was measured
using a NanoDropTM spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific).
2.4. Introduction of (plasmid) DNA into S. meliloti
2.4.1. Conjugation
Recipient S. meliloti strains were grown overnight on TY agar
plates supplemented with appropriate antibiotics. Cultures of E. coli
S17-1 donor strains were diluted to an OD600 of 0.005 and 100 ml of
cell suspension was plated on LB agar plates containing appropriate
antibiotics. After incubation overnight at 37 ◦C, both E.  coli and S.
meliloti cultures were resuspended in 0.9% NaCl and adjusted to an
OD600 of 2.0. 150 ml of S. meliloti suspension and 50 ml of E.  coli sus-
pension were mixed. Subsequently, 50 ml of mixed cell suspension
was spotted onto a  TY agar plate without antibiotics and incu-
bated at 30 ◦C overnight. Cells were recovered with a sterile spatula
and resuspended in  1  ml 0.9% NaCl. For determination of conjuga-
tion efficiency, the cell suspension was additionally adjusted to an
OD600 of 3.5 and appropriate dilutions were plated on selective TY
agar plates. Efficiency of conjugation was expressed as the number
of colony forming units (CFU) per ml suspension.
2.4.2. Electroporation
S.  meliloti strains Rm1021, Sm1hsdR, SmCre1hsdR, A. tumefa-
ciens C58 and X. campestris B100 were prepared for electroporation
as described by Ferri et al. (2010). Electro-competent cells were
thawed on ice, mixed with plasmid DNA (1–3 ml) and transferred
to an electroporation cuvette (Peqlab) with an inter-electrode dis-
tance of 0.1 cm. Electroporation was performed with an Eporator
(Eppendorf) at 21 kV/cm (S. meliloti) and 25 kV/cm (A. tumefa-
ciens, X. campestris) with a time constant fixed at ∼5 ms. After
pulse application, S.  meliloti cells were resuspended in 1 ml TY
medium and recovered at 30 ◦C  with shaking at 200 rpm for 4 h.
A. tumefaciens and X. campestris were resuspended in 1  ml LB
medium and recovered at 30 ◦C, with shaking at 200 rpm for
3 h. Finally, appropriate dilutions were plated on selective TY/LB
agar plates. For determination of electroporation efficiency of S.
meliloti, 50 ng of pSRK derivatives, and 100 ng DNA of pK18mob2
derivatives were applied. In case of the plasmid mix purified from
DH5a109/pSRKGm, 150 ng of DNA was used. Efficiency of electro-
poration was defined as  the number of CFU per ml suspension. If
necessary, an unpaired t-test was used to determine significance.
2.5. Cloning-free genome editing (CFGE)
The CFGE procedure is described in Section 3.2. DNA prod-
ucts were generated using Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (NEB)
and subsequently 5′ phosphorylated applying T4 Polynucleotide
Kinase (NEB). For blunt-end ligation of appropriate DNA fragments,
T4 DNA Ligase (Fermentas) and Taq DNA Ligase (NEB) were used
according to manufacturer’s recommendations. In this study, CFGE-
based gene inactivation was based on PCR fragments comprising
aacC1 conferring gentamicin resistance (1600 ng, ∼1000 bp) and
a  sequence for homologous recombination with the target site
(400 ng, ∼500 bp). Assembly via ligase cycling reaction (LCR) was
carried out according to an optimized protocol using 3 nM of DNA
parts and 30 nM of bridging oligonucleotide (Tm of half bridging
oligonucleotide = 60 ◦C) (de Kok et al., 2014). Ligation products were
purified using the E.Z.N.A. Cycle-Pure Kit (Omega Bio-Tek). Subse-
quently, excess water was evaporated in order to  gain appropriate
sample volumes for electroporation. Regarding LCR products, two
samples were pooled and entirely used for transformation. Detailed
information about construction of CFGE fragments used in this
study is given in Table S1.
2.6. Cre-mediated deletion of the exo gene cluster and
examination of spacer mutant lox sites
Cre/lox applications are based on the taurine-inducible cre
expression system described by Harrison et al.  (2011). In this study,
CFGE-mediated Cre/lox experiments are based on derivatives of
strains SmCre and SmCre1hsdR. For cre induction, the respective
strains were inoculated in TY medium supplemented with 10 mM
taurine and 5 mg/ml Tc. Cell density was adjusted to an OD600 of
0.01. After incubation at 30 ◦C with shaking at 200 rpm for 48 h,
dilution series were plated on LB medium containing Str and 10%
sucrose. In order to determine the number of CFU/ml after cre
induction, cell suspensions were adjusted to an OD600 of 1. Since
tetracycline occasionally impairs cell growth, thereby effecting effi-
ciency of Cre-mediated recombination, strains JDSm80, JDSm84,
and JDSm128-133 were inoculated in TY medium supplemented
with 10 mM taurine and 600 mg/ml Str and incubation after cre
induction was shortened to 24 h.
3. Results and discussion
3.1. Transformation of  S. meliloti
The standard method for transformation of S. meliloti is E.
coli-mediated conjugal transfer of plasmids bearing an RK2/RP4
origin of transfer (oriT). The system is  based on application of a
helper plasmid providing the appropriate conjugal transfer func-
tions (Figurski and Helinski, 1979), or on E. coli strains S17-1 or
SM-10 which carry chromosomally integrated conjugal transfer
functions derived from RP4 (Simon et al., 1983). Both approaches
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Fig. 1. S. meliloti strain Sm1hsdR shows enhanced transformation efficiency. (A) Scheme of the hsdR deletion site on the chromosome. The promoter and coding sequence
of  hsdMS remained unaffected. (B) Transformation rates of Sm1hsdR in comparison to Rm1021 after conjugation of replicative (i) or integrative (ii) constructs. Integrative
constructs (Insert 1–3) carry ∼550 bp fragments homologous to exoP (pJD23), exoI (pJD24), and exsA (pJD25). (C) Transformation rates of Sm1hsdR in comparison to Rm1021
after  electroporation of replicative (i) or integrative (ii) constructs. The replicative plasmid pSRKGm was purified from different E. coli strains and S. meliloti Rm1021. Integrative
constructs (Inserts 1, 2 and 3) correspond to pJD23, pJD24, and pJD25, respectively, and were purified from E. coli DH5a. For electroporation 50 ng and 100 ng of pSRKGm
and pK18mob2 derivatives, respectively, were applied.
have some drawbacks, such as  co-transfer of the helper plasmid
or chromosomal DNA of the E. coli donor into the S. meliloti recip-
ient strain. The latter is occasionally caused by a  fully functional
Mu temperate prophage, present in the genomes of E. coli S17-1
and Sm-10, which is potentially mobilized and transferred into the
recipient strains (Babic et al., 2008; Ferrières et al., 2010). Even
plasmids transferred from E. coli S17-1 to other bacterial species
often become modified by insertion of chromosomal DNA derived
from the donor (Strand et al., 2014). A  plasmid-based mobilization
system circumvents E.  coli S17-1/SM10-related problems (Strand
et al., 2014). Nevertheless, potential incompatibility between the
(pBBR1-based) helper plasmid and the vector which is intended to
be transferred still restrains applicability. An alternative is intro-
duction of DNA via electroporation. However, transformation by
electroporation of wild type S. meliloti suffers from low efficiency.
3.1.1. Deletion of hsdR results in an increase of S. meliloti
transformation efficiency
A previous study identified the restriction endonuclease HsdR
to be responsible for the low electroporation capability of the S.
meliloti Rm1021 wild type strain (Ferri et al., 2010). Compared to
the wild type, a mutant strain carrying a plasmid integration in
the chromosomal locus of hsdR showed a ∼20–200-fold increase in
transformation efficiency using plasmid DNA extracted from dif-
ferent rhizobia for electroporation, whereas a 100-fold increase
was reported employing plasmid DNA purified from E. coli DH5a
(Ferri et al., 2010). To take advantage of this increased transfor-
mation efficiency, we constructed the stable S. meliloti knockdown
strain Sm1hsdR by deletion of the complete hsdR coding sequence
(Fig. 1A) and determined its transformation rate applying electro-
poration and E. coli S17-1-mediated conjugation (Fig. 1B, C). As
previously reported, deletion of hsdR resulted in an increase in
transformation efficiency by the replicative plasmid pSRKGm. In
accordance with Ferri et al. (2010), conjugal transfer of this plasmid
to Sm1hsdR generated ∼2.6-fold more transformants than apply-
ing Rm1021 as recipient (Fig. 1B (i)). Electroporation of Rm1021
with plasmid DNA purified from E.  coli strains DH5a, MC4100
and MG1655 commonly resulted in poor transformation rates of
about 80–200 CFU/ml (Fig. 1C (i)). In contrast, electroporation of
Sm1hsdR strikingly enhanced the transformation rate about 2400-
fold compared to the wild type recipient and reached 1.9*105
CFU/ml. This increase was much higher than expected from the
study of Ferri et al. (2010) and matched the transformation rate
achieved with self-derived plasmid DNA introduced to Rm1021 by
electroporation. In order to  assess the transformation efficiency
by plasmids non-replicative in S. meliloti, which require inte-
gration into the genome for maintenance, different homologous
regions for integration into pSymB were inserted into suicide vec-
tor pK18mob2. Irrespective of the mode of transfer, transformation
rates by these integrative plasmids were not affected by dele-
tion of hsdR (Fig. 1B, C (ii)). Thus, genomic integration of plasmid
DNA is most likely mainly limited by the frequency of homologous
recombination events and not by HsdR-mediated degradation of
introduced DNA.
In conclusion, Sm1hsdR offers strong benefits for transfer
of replicative plasmids by electroporation. Transformation of S.
meliloti Rm1021 by pSRKGm applying electroporation was about
40.000-fold less effective than conjugation. Use of Sm1hsdR
reduced this difference to about 20-fold (Fig. 1C (i)). Nonetheless,
the transformation rate of the S. meliloti wild type by common
constructs introduced via electroporation might still be sufficient.
However, increasing sizes of DNA constructs to be  established in
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the recipient in synthetic biology approaches require highly effi-
cient procedures. Accordingly, electroporation-mediated transfer
of the 19 kb replicative vector pPHU231 to S. meliloti, employing
∼200 ng vector DNA purified from E.  coli DH5a, was unsuccessful
unless Sm1hsdR was the recipient (<3 CFU/ml were obtained).
3.1.2. Increasing the efficiency of electroporation-mediated
transformation of the S. meliloti wild type
Here we describe another way to  enhance electroporation-
mediated transformation efficiency of S. meliloti, in case the wild
type genetic background has to be retained. The negative effect
of hsdR on the transformation efficiency and the increased trans-
formation rates using self-derived plasmid DNA (Fig. 1C) indicate
discrimination of DNA bearing a “foreign” methylation pattern.
Therefore, we placed the DNA methyltransferase-encoding genes
ccrM, hsdM and hsdM-hsdS from S. meliloti under the control of
an IPTG-inducible lac promoter in vectors pSRKKm or pSRKGm
and introduced these constructs to E. coli DH5a. Prior to plasmid
DNA purification and electroporation of the S. meliloti wild type,
expression of these DNA-methyltransferase genes was induced.
The resulting transformation rates are shown in Fig. 2A. In compar-
ison to an empty vector control, full induction of ccrM expression
resulted in a low but statistically significant increase in the trans-
formation rate. This was surprising since CcrM is supposed to be a
component of the cell cycle control machinery (Wright et al., 1997).
A role for CcrM-mediated DNA methylation in protection from
restriction enzyme cleavage has so far not been discussed. hsdM and
hsdM-hsdS affected the transformation rate of S. meliloti even when
expression was not induced, probably due to leaky expression.
Whereas hsdM completely abolished transformation, full induction
of hsdM-hsdS expression resulted in a  10-fold increase.
In these experiments an additional plasmid-borne ectopic copy
of hsdM-hsdS was introduced by the electroporation to the S.  meliloti
recipient. To rule out an effect of this additional hsdM-hsdS copy
on the transformation rate the empty vector pSRKKm was intro-
duced into the plasmid donor strains E. coli DH5a and DH5a
containing the pSRKGm-derivative pJD30 driving expression of
hsdM-hsdS. pSRKKm purified from these strains by gel extraction
was used for electroporation of the S.  meliloti wild type result-
ing in a ∼85-fold higher transformation rate when the plasmid
was re-isolated from the fully induced hsdM-hsdS expressing strain
(Fig. S1A). This suggests that propagation of plasmid DNA in E.
coli expressing the S. meliloti hsdM-hsdS genes probably results in
DNA methylation that increases stability after transfer to the DNA
restriction-modification potent S. meliloti wild type.
Based on this observation a  pPHU231-based low copy helper
plasmid carrying hsdM-hsdS-ccrM under the control of both
PBAD and the plasmid-derived lac promoter was generated and
introduced to E. coli DH5a. The resulting strain DH5a109 was co-
transformed with pSRKGm (Fig. S1B) and expression of the DNA
methyltransferase genes was induced overnight. Electroporation
of the S. meliloti wild type with purified plasmid DNA yielded a
∼10-fold increase in the transformation rates in comparison to  the
control even when hsdM-hsdS-ccrM expression was not induced
(Fig. 2B). Surprisingly, induction with 0.2% arabinose failed to
increase transformation rates compared to the control. A  similar
effect was caused by induction of hsdM-hsdS-ccrM expression by
0.5 M IPTG (data not shown), implying that expression levels may
be critical. Co-transformation of S. meliloti with pSRKGm and the
helper plasmid was not observed. This indicates that gel-extraction
of the plasmid to  be transferred to S. meliloti is not necessary
because the low copy number of the helper plasmid does most
likely not allow effective transfer by electroporation.
We noted that growth conditions of the E. coli strain carrying
the helper plasmid and the plasmid to be propagated significantly
influence the transformation rate of S. meliloti electroporated with
Fig. 2.  Expression of DNA methyltransferase genes in the E. coli plasmid donor strain
affects electroporation-mediated transformation rates of S. meliloti. (A) E. coli DH5a
strains bearing either empty pSRKGm (control) or pSRK carrying the S. meliloti DNA
methyltransferase genes ccrM (pSRKKm:ccrM), hsdM (pJD29) and hsdM-hsdS (pJD30)
were used as plasmid donor strains. Plasmid DNA was purified from these strains
after incubation in LB medium supplemented with 0, 50 and 500 mM IPTG. For
electroporation of S. meliloti Rm1021, 50 ng plasmid DNA were applied. The con-
trol was not performed with 50 mM IPTG (nd). NI, not induced. (B) E. coli strains
DH5a109 (DH5a carrying the helper plasmid pPHU231 with hsdM-hsdS-ccrM) and
DH5a/pPHU231 (serving as control) were used as pSRKGm donor strains. Plasmid
DNA was purified from these strains after incubation in LB medium supplemented
with 0 and 0.2% arabinose. For electroporation of S. meliloti Rm1021 150 ng of plas-
mid DNA was used. NI, not induced.
the isolated plasmid. This offers a significant potential for opti-
mization which will benefit from a  functional elucidation of the
heterologously expressed DNA methyltransferase genes in E.  coli.
Nevertheless, we provide a  helper plasmid-based system which
improves the transformation rate of S. meliloti electroporated with
plasmid DNA purified from E. coli. This is a useful step forward
in improving electroporation-mediated transformation of the S.
meliloti wild type and offers an alternative to more elaborate in-
vitro methylation methods (Chen et al., 2008; Donahue et al., 2000).
3.2. method for cloning-free genome editing (CFGE) facilitates
genome engineering in S. meliloti
Integration of DNA fragments into the genome of S. meliloti com-
monly comprises several working steps. After design and cloning of
the respective constructs in E. coli, plasmid DNA is  introduced into
S. meliloti via conjugation with the aid of E.  coli helper strains. A sin-
gle homologous recombination event leads to integration of both
the sequence of interest and the backbone of the plasmid, which is
non-replicative in S. meliloti. Consequently, transconjugants cannot
Anhang
81
166 J. Döhlemann et al. / Journal of Biotechnology 233 (2016) 160–170
Fig. 3. Cloning-free genome editing (CFGE) facilitates gene knockouts in S. meliloti. (A) Scheme of a CFGE-mediated genomic integration in three steps. The minimal setup
comprises a region homologous to the target site (HR) and a resistance cassette (R). Fragments were blunt-ended and 5′ phosphorylated (5′P). DNA fragments were circularized
either by common blunt-end ligation or ligase cycling reaction (LCR). S. meliloti cells were electroporated with purified DNA. (B) Electroporation-mediated transformation
rate of S. meliloti Sm1hsdR in comparison to Rm1021 applying CFGE for interruption of exoB. Electrocompetent cells were transformed with 450 ng of purified ligation
products. (C) CFGE-mediated inactivation of exoB resulted in generation of strain Rm1021 exoB (for details see Table S1). (i) S. meliloti was electroporated with circular DNA
fragments comprising a homologous region (grey circle) and a gentamicin resistance cassette (black circle). Arrows indicate primers used for PCR. (ii) PCR-amplification of
the insertion site using the indicated primers resulted in ∼2 kb DNA fragments when aacC1 was successfully integrated. (iii) Calcofluor fluorescence of PCR-verified exoB
knockout mutants in comparison to the wild type.
be simply transformed with further integrative constructs based
on the same or related vectors, since homologous parts of the
backbones, such as the origin of transfer, cause unintended co-
integration. In order to  eliminate such homologous regions, usually
sacB encoding the levansucrase is used as conditional lethal marker
to enable sucrose selection for loss of the plasmid backbone due to
a second homologous recombination event in a time-consuming
downstream screening procedure (Schäfer et al., 1994).
To expedite engineering of the S. meliloti genome, we devel-
oped a method for cloning-free genome editing (CFGE). Genomic
integration via transformation by linear DNA molecules is a  well
established method in  model organisms such as  E. coli or B. sub-
tilis (Niaudet et al., 1985; Zhang et al., 1998). Electroporation of
S. meliloti with linear DNA fragments aiming at integration via
homologous recombination was not successful. However, genomic
integration of self-ligated DNA fragments introduced to S. meliloti
by electroporation was achieved. Fig. 3A shows the minimal setup
of CFGE by a circular product comprising a homologous region and
a selection marker.
The suggested DNA ligation methods require fragments with 5′
phosphorylated blunt ends which can be generated with appro-
priate DNA polymerases. Subsequently, purified DNA is fused via
blunt-end ligation. Depending on the needs of the application,
two approaches proved to be practical. When a defined orien-
tation is not required and potential concatemers need not be
completely excluded, common blunt-end ligation is sufficient. If
directed fusion of (several) fragments is desired, use of an in-
vitro assembly method, such as  the ligase cycling reaction (LCR), is
recommended. Finally, electrocompetent S. meliloti cells are trans-
formed with the purified ligation mix. Transformants that are
resistant to the respective antibiotic are likely to  carry the frag-
ment(s) of interest at the intended target site. To date, this is the
fastest genomic integration method available for S. meliloti.
3.2.1. CFGE enables gene knockouts executed in one day
CFGE can effectively be used for gene inactivation. Fig. 3C shows
the procedure for inactivation of exoB on the pSymB megaplasmid.
Both a gentamicin resistance cassette (aacC1) and a 500 bp DNA
fragment homologous to the coding sequence of exoB were PCR
amplified and either fused via blunt-end ligation or LCR. Electro-
poration of S. meliloti with the purified ligation mix resulted in
gentamicin resistant strain Rm1021 exoB. Both approaches pro-
duced a sufficient number of colonies.
However, different yields are accounted for by different
amounts of DNA used for ligation (see materials and methods).
Integration of aacC1 into exoB was validated via PCR. Over 95%
of tested clones were positive. Whereas blunt-end ligation led
to both a forwardly and reversely integrated copy of aacC1, LCR-
based CFGE exclusively generated clones bearing a  forwardly
integrated resistance gene (Fig. S2). Since exoB mutants are defec-
tive in exopolysaccharide production due to loss of UDP-glucose
4-epimerase activity (Leigh et al., 1987), PCR-verified clones were
further confirmed in a calcofluor fluorescence assay (Fig. 3C, Fig.
S2). As previously found for genomic plasmid integration (Fig. 1C),
the electroporation-mediated transformation rate by circular DNA
fragments was not affected by deletion of hsdR, but appeared to be
limited by other factors (Fig. 3B).
We also successfully applied this method in A. tumefaciens and
X. campestris to knockout exoB and gumD, respectively (Fig. S4). In
conclusion, CFGE appears to be a suitable method for rapid gene
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Fig. 4. (A) Scheme of a Cre/lox system for serial deletions of large DNA regions (1). (i) loxR (arrows, red indicates arm mutation) is inserted via CFGE. A sequence homologous
to  a target site downstream of region 1 (HR R) is PCR-amplified from genomic DNA. The fragment comprising a resistance cassette (R1) and loxR is PCR-amplified from vector
pCreDelR. (ii) pCreDelL is a pK18mobsacB derivative carrying a sequence homologous to a target site upstream of region 1 (HR L). (iii) Cre-mediated recombination results
in deletion of previously inserted sequences and region 1. As a result from the non-homologous recombination event, left/right arm mutated lox sites convert into loxLR,
which remains in the genome. SHR, single homologous recombination event. (B) Cre-mediated deletion of a ∼32 kb region (SMb1166733-1190671) including the ∼23 kb exo
gene cluster from strain JDSm85. (i) Integration of loxR by CFGE (see Table S1) and subsequent conjugation of pCreDelL carrying loxL. Cre-mediated recombination resulted in
JDSm93. Kmr/Gmr: kanamycin/gentamicin resistance cassette. Red arrows: Primers used for PCR. Blue arrow: sequencing primer. (ii) A region spanning the deletion site was
PCR-amplified with primers binding close to exsA and thiD, resulting in ∼1700 bp PCR products. Wt: S. meliloti Rm1021. R1-3: representative replicates. M: GeneRuler 1 kb
Plus  (Thermo Fisher Scientific). (iii) Calcofluor fluorescence of PCR-verified mutants in comparison to JDSm85 and wild type S. meliloti. (For interpretation of the references
to  color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
inactivation in representatives of the a- and g-proteobacteria. No
plasmid derived sequences are integrated into the genome, and
reapplication is assumed to be exclusively limited by the num-
ber of available resistance markers. In future studies, inclusion of
the sacB gene and a  second homologous region in the circular con-
struct will be tested aiming at application of CFGE for marker-free
gene deletion. Since integrations by a  single-crossover also bear the
potential to revert to  wild type, this approach may allow for releas-
ing the resistance cassette and generation of stable integrations or
deletions.
3.2.2. An enhanced Cre/lox system facilitates comprehensive
deletion studies
Based on a taurine inducible cre expression system in S. meliloti
(Harrison et al., 2011), we constructed the plasmid backbone-free
derivatives SmCre and SmCre1hsdR as stable S.  meliloti platform
strains for Cre-mediated manipulation of large genomic regions.
The SmCre1hsdR strain does not confer specific advantages in
Cre/lox procedures but might prove beneficial to downstream
applications. Fig. 4A depicts the underlying procedure for dele-
tion of large DNA fragments. Sites flanking the target region to
be deleted have to be equipped with Cre recognition (lox) sites
mediating non-homologous recombination and sacB for positive
selection on loss of the target region. Since a loxP site remain-
ing in the genome as result of the non-homologous recombination
event would interfere with subsequent Cre-mediated reactions, left
arm and right arm mutant loxL and loxR sites were used (corre-
sponding to lox71 and lox66; Albert et al., 1995). In a  first step,
CFGE allows for integration of loxR into the right flank without
any cloning effort (Fig. 4A (i)). A single homologous recombina-
tion event is sufficient for each step, since in the second step,
pCreDelL, a pK18mobsacB derivative carrying loxL and a homol-
ogous region for integration into the left flank, can be introduced
by conjugation or electroporation without risking co-integration
(Fig. 4A (ii)). Finally, Cre-mediated recombination between head-
to-tail oriented lox sites results in deletion of the target region and
previously inserted sequences (Fig. 4A (iii)). For deletion of the
whole ∼23 kb exo gene cluster directing biosynthesis of the acidic
exopolysaccharide succinoglycan (Becker et al., 1993; Reuber and
Walker, 1993), strain JDSm85 was prepared as  described above,
followed by induced cre expression and sucrose selection on the
loss of the conditional lethal marker sacB (Fig. 4B (i)). 67% of the
sucrose resistant, kanamycin sensitive transconjugants obtained
from three independent approaches were tested positive for the
deletion by a PCR assay (Fig. 4B (ii), Fig. S3A). Calcofluor fluores-
cence assays for succinoglycan production and sequencing of a DNA
fragment spanning the deletion site further confirmed loss of the
exo genes (Fig. 4B, Fig. S3A).
The recombination efficiency was higher (up to 100%, data not
shown) in a similar approach using native loxP sites instead of
loxL/R. Nevertheless, usage of these left arm and right arm lox
mutants for Cre-mediated site-specific recombination, in  combina-
tion with sucrose selection on loss of sacB, did not require extensive
screening efforts to identify positive clones, despite of the large
size of the deleted region. As expected, Cre-mediated recombina-
tion between loxL and loxR resulted in a loxLR site. This method
allows for efficient marker-free deletion, even of large DNA regions,
and offers the possibility to insert sequences for downstream appli-
cations at the deletion site. A 34 bp loxLR site is the minimal scar
remaining in the genome. However, a fully mutated loxLR site is not
supposed to effectively interfere with subsequent Cre/lox applica-
tions (Fig. S3B). Moreover, employing CFGE for genomic insertions
of lox sites (and markers) offers substantial time savings in genome
engineering procedures.
3.2.3. Examination of mutant spacer-containing lox sites in S.
meliloti
In order to extend the set of non-promiscuous lox sites in
S. meliloti we chose five lox spacer derivatives which were
previously described in the literature as  self-recombining and non-
promiscuous, at least with the wild type loxP site (Fig. S5A). lox1 and
lox2 correspond to lox sites m3 and m7 (Langer et al., 2002) which
were shown to mediate non-promiscuous Cre-recombination in
HEK293 cells. lox3 corresponds to lox2272 (Lee & Saito; 1998) which
was previously reported to specifically self-recombine in an in-vitro
system using Cre heterologously produced in mammalian cells. In
the course of a  high-throughput in-vitro assay Missirlis et al. (2006)
identified two more spacer mutants (named lox4 and lox5 in this
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Fig. 5. L/R-spacer mutant lox site assay in S. meliloti. (A) Schematic representation of the genetic setup. In order to  examine recombination efficiency and specificity of
left/right arm mutated Cre recognition sites carrying mutated spacer regions (lox1L/R-lox5L/R) or the native spacer (loxL/R), a lox site array was integrated upstream of the
∼23  kb exo gene cluster on pSymB. Furthermore, individual lox sites (loxR and lox1R-lox5R) were integrated downstream of this gene cluster. After induction of cre expression,
cultures were plated on sucrose-containing LB agar plates for selection on Cre-mediated recombination events. Successful deletion of the exo gene cluster was verified via
PCR using oligonucleotides specifically binding to regions up- and downstream of this gene cluster (black arrows). Cre-mediated recombination was expected to result in
conversion of loxL/R derivatives into a fully mutated left and right arm mutant lox site (loxXLR). Due to individual restriction sites flanking the loxL derivatives, restriction
analysis of PCR products comprising the deletion site allowed for detection of specific recombination events. (B) Analysis of Cre/lox recombination mediated by spacer
derivatives derived from lox1-lox5 (JDSm128-132) and loxP (JDSm133). After Cre induction S. meliloti cultures of each strain were normalized to an OD600 of 1 and incubated
on LB agar supplemented with 10% sucrose. After three days of incubation at  30 ◦C the number of CFU per ml was determined. Independent clones were screened for loss
of  kanamycin resistance (n = 50) and positive (kanamycin sensitive) clones were tested for loss of the exo gene cluster via PCR with primers binding up- and downstream of
the exo gene cluster (n = 30). Proper deletion of the exo gene cluster was confirmed for three positive clones by sequencing a PCR-amplified fragment containing the deletion
site. Moreover, PCR-verified clones were tested for specific recombination between matching lox derivatives by digestion with appropriate restriction enzymes flanking the
respective loxL site (n = 20 (lox2, lox3, loxP)/19 (lox1)/18 (lox4)/1 (lox5)). STDEV, standard deviation.
study) which also hold promise for highly specific recombination
events. Recombination efficiency between these lox sites was tested
employing an array of loxL sites upstream of the exo gene cluster
and one of the loxR sites downstream of this gene region.
pCreDelR and its derivatives pJD121-125 served as template for
PCR amplification of aacC1-loxXR fragments which were integrated
downstream of the exo genes by applying CFGE. Subsequently, the
pCreDelL derivative pJD116 carrying a  lox site array was introduced
by conjugation and integrated upstream of the exo gene clus-
ter. The resulting strains JDSm128-132 (lox1R-lox5R) and JDSm133
(loxR) were subjected to Cre-mediated deletion of the exo gene
cluster (Fig. 5A). The arrayed loxL sites were separated by 19 bp
linker sequences which contain unique recognition sites for several
restriction enzymes (Fig. S5A). This allowed examination of recom-
bination products by characterization of restriction patterns of
PCR products spanning the deletion site. All tested mutant spacer-
containing lox sites mediated deletion of the ∼23 kb  gene cluster in
a highly specific manner (Fig. 5B).
Whereas JDSm133 (loxL array <> loxR) and JDSm130 (loxL array
<> lox3R) exhibited the highest Cre/lox recombination efficiencies
(3.3 × 108 and 1.5 × 108 CFU/ml, respectively), other strains yielded
∼10-fold (JDSm128, JDSm129 and JDSm131) or even ∼650-fold
(JDSm132) less CFU/ml compared to JDSm133. Except for JDSm132
(loxL array<> lox5R) all tested clones lost kanamycin resistance due
to sacB counter-selection. 97–100% of kanamycin sensitive clones
derived from JDSm128-131 and JDSm133, but only 7% of kanamycin
sensitive clones derived from JDSm132 (lox array <> lox5R), were
tested positive for deletion of the exo gene cluster via PCR (Fig. 5B
and S5B). Digestion with restriction enzymes cleaving up- and
downstream of each lox site derivative of amplicons spanning
the deletion site of PCR-validated clones confirmed highly specific
Cre-mediated recombination. Recombination between different lox
spacer derivatives was not detected. In conclusion, lox1-lox5 suc-
cessfully mediated non-promiscuous Cre/lox reactions in S. meliloti
and proved to mediate recombination as reliably as the native
spacer. The lox5 site exhibited a  very low recombination effi-
ciency. In contrast, Cre recognition sites based on the native or lox3
spacer seem to be the most favored substrates for the recombinase.
Nonetheless, lox1, lox2 and lox4 also mediated sufficient recombi-
nation frequencies allowing large-scale deletions in S. meliloti.
4. Conclusions
Despite the enormous biotechnological, medical, and envi-
ronmental importance of a-proteobacteria, the genetic toolboxes
for these organisms are still mostly based on conjugation- or
electroporation-based introduction of plasmid-borne DNA propa-
gated in E.  coli. Moreover, handy genetic systems for serial genome
reorganization are lacking. On the other hand, synthetic biology
approaches strive for increasingly large-scale genomic manipu-
lations to address fundamental questions of bacterial genome
organization and to provide new opportunities for molecular
biotechnology. Here, we focused on advancing the genetic tool-
box for S. meliloti serving as model system for studies of symbiotic
nitrogen fixation, which is  a highly important process in sustainable
agriculture.
We followed up the observation of Ferri et al. (2010) that inte-
gration of a plasmid into the restriction endonuclease-encoding
gene hsdR results in an increase in transformation rate and con-
structed the stable S. meliloti hsdR deletion mutant Sm1hsdR.
This allowed for a  thorough characterization of the transforma-
tion properties of this mutant which serves as platform strain
for future genetic studies. In  accordance with the previous study
(Ferri et al., 2010), Sm1hsdR clearly showed an enhanced effi-
ciency in transformation with replicative plasmids propagated in
E. coli. We further introduced expression of S. meliloti-derived DNA
methyltransferase genes in E. coli propagating plasmid DNA as an
alternative way of weakening the transformation barrier consti-
tuted by an R-M system in S. meliloti.
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Aiming at accelerating genome editing in S. meliloti, we
devised a  novel CFGE strategy to obviate the need for cloning
genetic constructs in E. coli for transformation of the recipi-
ent. This approach takes advantage of the increasing number
of potent in-vitro assembly methods and a progressive drop in
DNA synthesis costs. It  offers the possibility of in-vitro assem-
bly of standardized pre-manufactured genetic parts with custom
synthesized or PCR-amplified sequences that target sites in the
genome for homologous or non-homologous recombination. Pre-
manufactured genetic parts may be resistance markers, reporter
genes or genetic control elements, such as promoters and ter-
minators. Here, we demonstrated the utility of CFGE for rapid
genomic integrations in  S. meliloti and A. tumefaciens (both a-
proteobacteria), and X. campestris (a g-proteobacterium), as well
as for application of the Cre/lox recombination system in S. meliloti.
Our results suggest that this method is probably applicable in a
much broader range of bacteria.
The Cre/lox recombination system combined with CFGE has sev-
eral potential uses. Here we demonstrated effective and reliable
deletion of a large gene cluster. But this recombination system can
also generate inversions and translocations of DNA regions, and
replicon fusions. In view of the availability of a set of effective
and non-promiscuous lox site derivatives, this makes it a  power-
ful tool for tailored genome rearrangements involving serial steps
of genome manipulation.
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6.4 A family of single copy repABC-type shuttle vectors stably 
maintained in the alpha-proteobacterium Sinorhizobium 
meliloti 
 
Eigener Beitrag zur Studie: 
I. Planung des pABC Vektor-Systems, der in-vivo Klonierungsstrategie sowie aller zugehörigen 
Experimente  
II. Herstellung der pABC Modulvektor-Bibliothek 
III. Stamm- und Plasmidkonstruktion, Assemblierung der pABCs in Zusammenarbeit mit MW 
IV. Klonierung und Stammkonstruktion zur in-vivo Klonierung in Zusammenarbeit mit CH 
V. Durchführung der Experimente in Zusammenarbeit mit MW und CH 
VI. Mitverfasser des Manuskripts 
(CH, Carina Happel; MW, Marcel Wagner) 
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Abstract. A considerable share of bacterial species maintains segmented genomes. Plant symbiotic 
α-proteobacterial rhizobia contain up to six repABC-type replicons in addition to the primary 
chromosome. These low or unit-copy replicons, classified as secondary chromosomes, chromids or 
megaplasmids, are exclusively found in α-proteobacteria. Replication and faithful partitioning of these 
replicons to the daughter cells is mediated by the repABC region. The importance of α-rhizobial 
symbiotic nitrogen fixation for sustainable agriculture and Agrobacterium-mediated plant transformation 
as tool in plant sciences has increasingly moved biological engineering of these organisms into focus. 
Plasmids are ideal DNA-carrying vectors for these engineering efforts. Based on repABC regions 
collected from α-rhizobial secondary replicons, and origins of replication derived from traditional cloning 
vectors, we devised the versatile family of pABC shuttle vectors propagating in Sinorhizobium meliloti 
and Escherichia coli, and founded a modular plasmid library providing the elemental parts for pABC 
vector assembly. The standardized design of these vectors involves five basic modules: (1) repABC 
cassette, (2) plasmid-derived origin of replication, (3) RK2/RP4 mobilization site (optional), (4) antibiotic 
resistance gene, and (5) multiple cloning site flanked by transcription terminators. In S. meliloti, pABC 
vectors showed high propagation stability and unit-copy number. We demonstrated stable co-existence of 
three pABC vectors in addition to the two indigenous megaplasmids in S. meliloti, suggesting 
combinability of multiple compatible pABC plasmids. We further devised an in vivo cloning strategy 
involving Cre/lox-mediated translocation of large DNA fragments to an autonomously replicating 
repABC-based vector, followed by conjugation-mediated transfer either to compatible rhizobia or E. coli. 
Keywords: plasmid cloning vehicle, Cre/loxP, repABC, in-vivo cloning, Sinorhizobium, Agrobacterium   
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Plasmid vectors are valuable tools in genetic engineering and synthetic biology. Most well established 
cloning vectors have specifically been selected and designed to be applied in Escherichia coli. Plasmids 
with a broader host range that can be transferred between different microorganisms and function in 
diverse genomic backgrounds represent a natural source of orthogonal DNA elements autonomously 
replicating in bacteria. The vegetative origin of replication (oriV) is the key element driving plasmid 
propagation by recruiting either host- or plasmid-encoded components for replication1. While medium to 
high copy plasmids are usually randomly distributed during cell division, low copy plasmids employ a 
segregation mechanism to assort plasmid copies to each daughter cell2. Plasmids can be considered as 
ideal DNA-carrying vectors with respect to the ease of plasmid engineering, modularization and 
standardization3. Yet, variations in copy number and propagation stability, as well as limitations in size 
and combinability are unfavorable properties of plasmid vectors, which motivated construction of 
secondary synthetic chromosomes4–6 and genome engineering strategies relying on chromosomal  
integration of DNA constructs7–9. 
Several members of the Rhizobiales belonging to the class of α-proteobacteria are best known for their 
ability to establish a nitrogen-fixing symbiosis with legumes10,11 or as plant pathogens of the genus 
Agrobacterium causing crown gall tumors on many vascular plants12,13. Advances in synthetic biology 
have increasingly moved utilization of genetic resources and processes underlying the microbe-plant 
interactions of these α-proteobacteria into focus. This includes the high value of symbiotic nitrogen 
fixation for sustainable agriculture14, but also their biotechnological potential with respect to 
polysaccharide15,16 and vitamine17,18 production and Agrobacterium-mediated plant transformation19. 
In α-proteobacteria genome segmentation is a common phenomenon. Especially the fast-growing 
rhizobia harbor multipartite genomes which are usually composed of a main chromosome and additional 
low or unit-copy replicons classified as secondary chromosomes, chromids or megaplasmids20,21, some of 
which even exceed 2 Mb in size. For instance, Mesorhizobium loti MAFF303099 possesses a 
chromosome and two megaplasmids (pMla, pMlb)22, whereas Sinorhizobium meliloti Rm1021 harbors a 
chromosome, a chromid (pSymB), and a megaplasmid (pSymA)23. Rhizobium etli CFN42 even contains 
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six megaplasmids (p42a-f) beside its main chromosome24, and Agrobacterium tumefaciens C58 maintains 
two chromosomes, a circular and a linear one, and two plasmids (pTi, pAt)25,26. The unrivaled variety of 
α-rhizobial genome architecture indicates a high flexibility in genome organization. Megaplasmids are 
faithfully inherited to the daughter cells. In S. meliloti Rm2011, duplication of the chromosomal origin of 
replication and secondary replicon oriVs is spatially and temporally uncoupled and occurs only once per 
cell cycle. Newly synthesized sister replicons partition in a strictly hierarchical order, starting with the 
chromosome and followed by pSymA and pSymB. This indicates a tight integration of these large 
secondary replicons into the cell cycle27. 
DNA replication origins of these extra-chromosomal replicons usually belong to the repC 
superfamiliy21,28,29, named after the DNA replication initiator RepC, which appears to be unique to 
α-proteobacteria. In repABC family plasmids, repC including the cognate oriV forms an operon with repA 
and repB29. RepA and RepB belong to the ParAB family of partitioning proteins29 mediating segregation 
of newly replicated oriVs. Segregation is initiated by specific binding of RepB to its cognate cis-acting 
centromere-like repS sites29. Highly reliable inheritance, even of dispensable repABC-type replicons such 
as most of the R. etli megaplasmids30,31, can be attributed to proper function of the segregation 
machinery32. 
Apart from its role in DNA partitioning, RepA also functions as major transcriptional regulator of the 
repABC operon21,28. Stimulated by RepB, RepA binds to an operator upstream of its coding sequence 
resulting in strong transcriptional repression of repABC. The role of repS in autorepression of the repABC 
operon appears inconsistent and rather replicon-dependent. Whereas repS sites seem to be mandatory for 
effective autorepression of the repABC operon of pTi33 derived from A. tumefaciens, Rhizobium 
leguminosarum derived RepA and RepB derivatives were sufficient for repression of PrepABCRtTA1 when 
heterologously expressed in A. tumefaciens34. Regulation of repC expression further occurs at post-
transcriptional level via a small counter-transcribed RNA which is usually encoded by a locus between 
repB and repC (ctRNA)28. The ctRNA specifically targets the RepC mRNA, thereby covering its Shine-
Dalgarno (SD) sequence, leading to strong translational inhibition35,36. Hence, replicon copy number is 
Anhang
91
supposed to be mainly transcriptionally controlled by RepAB-mediated autorepression of the repABC 
operon and post-transcriptionally by the ctRNA. However, further control mechanisms were identified for 
some Rhizobium leguminosarum and A. tumefaciens repABC-type plasmids whose copy number strongly 
increased in response to plant-released chemical signals and quorum-sensing transcription factors37,38. 
Strict regulation of repABC expression is the mechanistic basis of incompatibility groups allowing stable 
coexistence of several repABC replicons in the cell21,29,36,39–41. High variability of incompatibility factors, 
such as repS sites, the ctRNA and occasionally the C-terminal domain of RepC, could explain the 
compatibility of heterologous megaplasmids in related species42. 
Here, we explored the naturally occurring low or unit-copy number extrachromosomal elements of 
members of the Rhizobiaceae and Phylobacteriaceae to design the versatile family of modular 
standardized pABC plasmids, facilitating genetic engineering of this important group of bacteria. In 
S. meliloti, pABCs were shown to mimic megaplasmid-like characteristics, such as high propagation 
stability, unit-copy number and combinability of compatible RepABC-type plasmids, rendering them 
highly suitable for complex ectopic expression systems. We further devised an in vivo cloning strategy 
based on Cre/lox-mediated site-specific recombination and an IPTG-inducible engineered oriVrepABC, 
allowing for translocation of DNA fragments to an autonomously replicating repABC-based vector and 
conjugation-mediated transfer either to compatible rhizobia or to E. coli. 
 RESULTS AND DISCUSSION 
Autonomous plasmid replication mediated by heterologous repABC regions in 
S. meliloti. Initially, we tested the ability of various repABC regions to mediate plasmid maintenance in 
S. meliloti. To this end, repABC regions derived from megaplasmids of S. meliloti (pSymA), Rhizobium 
etli (p42b, p42d, p42e, p42f), Mesorhizobium loti (pMla, pMlb), Sinorhizobium medicae (pSMED01, 
pSMED02), Sinorhizobium fredii (pNGR234b) and Agrobacterium tumefaciens (pTi) were inserted into 
the suicide vector pK18mob2 (Table 1), which is replicative in E. coli, but non-replicative in S. meliloti43. 
Plasmids carrying the repABC cassettes from R. etli, M. loti and A. tumefaciens were successfully 
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Figure 1. pABC vector composed of five 
module library parts. Modules oriVSm and 
oriVEc mediate propagation in S. meliloti 
and E. coli, respectively. To ensure proper 
transcriptional control of the repABC 
operon, the multiple cloning site (yellow 
box) of the synTer-MCS module, serving as 
insertion site for the gene load, is flanked by 
transcriptional terminators (loop struc-
tures). A common RK2/RP4 mobili-zation 
site (module oriT) enables con-jugal transfer 
of pABCs from E. coli to S. meliloti. For 
reliable selection in both organisms 
standardized antibiotic resis-tance cassettes 
were developed (module AR). Each module 
is flanked by linker sequences for 
standardized LCR-based assembly (black 
boxes). In the pABC design, order and 
orientation of modules is intended to 
minimize mutual influ-ences of adjacent 
regions. 
established in the S. meliloti Rm1021 wild type strain. In contrast, plasmids carrying the repABC regions 
derived from pSymA, pSMED01, pSMED02 and pNGR234b were not maintained in this strain, probably 
due to incompatibility between the indigenous megaplasmids and these heterologous replicons derived 
from closely related α-rhizobia. In line with this observation, the construct harboring the repABCpSymA 
cassette propagated in the pSymA-cured S. meliloti Rm1021 derivative Sma818, but not in the wild type. 
The identified set of eight heterologous repABC regions autonomously replicating in the S. meliloti 
Rm1021 wild type strain provided the foundation for construction of the family of pABC vectors. 
pABC vector design. Simple design concepts and 
modularity facilitating assembly and exchange of 
functional modules have become standard in vector 
development for applications in synthetic biology.  
Figure 1 depicts the blueprint of the pABC vector 
family composed of five basic modules: oriVSm 
(repABC cassette for propagation in S. meliloti), oriVEc 
(plasmid-derived origin of replication for propagation in 
E. coli), oriT (RK2/RP4 mobilization site), AR 
(antibiotic resistance gene cassette), and synTer-MCS 
(multiple cloning site flanked by transcription 
terminators). 
One of our motivations for developing this vector 
family is the possibility of co-existence of multiple 
pABC replicons derived from compatible megaplasmids 
in one cell. Natural occurrence of α-rhizobial species 
with up to six compatible repABC-type replicons 
indicate the high potential of combinability.  
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Previously, for high-throughput plasmid integration study44, we determined 220 bp sharing at least 
80% sequence similarity with the target region as the minimal size promoting homologous recombination 
at a significant frequency in S. meliloti Rm1021. To limit the possibility of homologous recombination 
between co-residing members of the pABC vector family, parts were designed on the premise of avoiding 
high and extended sequence identity (Table S1). Multiple parts per module allow for assembly of 
combinable pABC vectors. The only exception is the oriT module that comprises parts with extended 
sequence identity. It is therefore not recommendable to combine pABC plasmids with this module in one 
cell. 
 
Figure 2. Concept of the pABC assembly system. (a) Detailed scheme of pABC design types A to C. The 
size of design-derived homologous regions potentially occurring in multi-pABC systems is denoted. 
Setups C1 and C2 differ in the number of transcription terminator sequences (loop structures) protecting 
the MCS after Cre-mediated deletion of modules oriVEc and oriT. (b) Module-specific linker sequences 
(grey and black lines) facilitate LCR-based assembly of module parts with standardized bridging 
oligonucleotides BO1 to BO4. Integration of the oriT module requires BO3a and BO3b.  
 
Three basic pABC types were devised (Figure 2a). pABCs of type A, lacking the oriT module, have to 
be introduced to S. meliloti by electroporation. pABCs of type B contain an oriT module (pABC-mob) 
enabling conjugal transfer. Hence, unintended co-integration by homologous recombination between type 
B pABC vectors through the ~500 bp mob site appears possible. This is circumvented by design type C 
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which offers the possibility of excision of the oriVEc and oriT modules by Cre/loxP-mediated site-
specific recombination in S. meliloti45,46. 
LCR (ligase cycling reaction)47 is our procedure of choice for restriction enzyme-independent 
assembly of the building blocks to pABC vectors. LCR was shown to efficiently assemble up to ten 2 kb 
DNA fragments47. Library plasmids serving as template for PCR amplification of the 23 parts generated 
in our study were constructed (Table 1). Module-specific linker flank each building block to enable LCR-
based assembly promoted by standardized bridging oligonucleotides (Figure 2b, Table S2). Following in-
vitro assembly, E. coli DH5α was directly transformed with the purified LCR reaction mix and correct 
assembly of pABC vectors was verified by DNA sequencing. Usually more than 75% of tested clones 
exhibited correct assembly, indicating a suitably efficient assembly system. 
 Library parts for each module (Tables 1 and S3) and pABC vectors (Tables 2 and S4) generated in 
this study are described in the SEVA-SIB database (http://seva.cnb.csic.es)48 (pending). In order to 
translate individual pABCs into the SEVA-SIB collection, a unique identifier was assigned to each insert 
in accordance with the standard SEVA nomenclature (Tables S3 and S4). 
Parts characterization. oriVSm module: The eponymous element of the pABC vector family is 
the repABC region which naturally acts as replication origin of megaplasmids of various 
α-proteobacteria21,28. repABC cassettes of different megaplasmids were integrated into pK18mob2 
derivative pLoriVSm resulting in library module vectors which provide the repABC cassettes of R. etli 
p42b,d,e,f (pLoriV-42b, -42d, -42e, -42f1, -42f2), M. loti pMla,b (pLoriV-Mla, -Mlb) and A. tumefaciens 
pTi (pLoriV-Ti).  
Figure 3a depicts the genetic structure of the eight repABC regions, which constitute the basis of the 
oriVSm module parts used in this study. To test for autonomous propagation and stability in absence of 
selective pressure, S. meliloti Rm1021 was transformed with the pLoriVSm library plasmids. Restriction 
enzyme-digested pLoriVSm plasmids purified from the S. meliloti transformants showed the expected 
electrophoresis banding patterns (Figure S1), verifying autonomous propagation of these replicons in 
S. meliloti. 
Anhang
95
 Figure 3. Characterization of oriVSm module parts. (a) repABC cassettes analyzed in this study. Regions 
are derived from R. etli (Ret), M. loti (Mlo) and A. tumefaciens (Atu) plasmids. Since functional elements, 
such as partitioning sites (repS, yellow boxes) or the promoter of the antisense RNA incα potentially are 
located outside of the repABC operon, repABC cassettes were expanded several hundred base pairs up- 
and downstream of the coding regions. Although a suicide vector carrying the repABC operon of p42d 
plus 500 bp downstream of the repC stop codon was able to propagate in R. etli CFNX10174, the 
downstream region was generously expanded in order to include a further predicted repS site75. (b) 
Stability assay of pLoriVSm derivatives. S. meliloti Rm1021 carrying pLoriV-42b, -42d, 42e, -Mla, -Mlb, 
or -Ti, or the shorter constructs p42e_s or pMla_s were grown for 72 h in non-selective TY medium and 
diluted every 12 h to an OD600 of ~0.05. Single colonies were examined for antibiotic resistance (n= 100 
for pLoriVSm derivatives; n= 50 for p42e_s and pMla_s). Error bars indicate the standard deviation 
calculated from three replicates. (c) Growth of S. meliloti Rm1021 carrying selected pLoriVSm plasmids 
compared to MWSm8 (Wild type, Kmr). Cultures were adjusted to an OD600 of 0.1 and grown for 12 h in 
selective TY medium. Error bars indicate the standard deviation calculated from four replicates. (d) 
qPCR-based copy number determination of pLoriVSm derivatives (-42b, -42d, -42e, -42f1, -42f2, -
Mla, -Mlb and -Ti) in exponentially growing S. meliloti. Measurements are based on four replicates. SD: 
Standard deviation. 
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pLoriV-42b, -42d, -42e, -Mlb and -Ti exhibited highly stable propagation despite cultures were kept in 
exponential growth for 72 h in non-selective rich medium (Figure 3b). Expanding the 3’UTR of the 
repABCp42e region from 26 bp (p42e_s) to 542 bp (pLoriV-42e) resulted in stable propagation, indicating 
that genetic elements required for faithful replication or segregation of these replicons can be located 
further downstream of the repABC operon. In contrast, plasmids harboring oriVp42f1, oriVp42f2 and oriVpMla 
derived cassettes were virtually lost in the same period of time. Expanding the 3’UTR of repABCpMla from 
45 bp (pMla_s) to 556 bp (pLoriV-Mla) did not improve plasmid maintenance. Slight incompatibility 
between repABCpMla and the oriV regions of the indigenous megaplasmids may account for this viable but 
instable coexistence. Cross-interactions between components of indigenous and heterologous RepABC 
systems may impair regulatory control of the repABC operons or function of the gene products in 
replication initiation or plasmid segregation. This may affect cell cycle progression and diminish cell 
growth. Indeed, pLoriV-42f1, -42f2 and -Mla negatively affected S. meliloti cell growth, whereas stably 
propagating plasmids bearing oriV cassettes from p42b, p42e, pMlb and pTi had no significant influence 
on growth (Figure 3c and S2). This is supposed to be a critical prerequisite for a multi-pABC setup under 
non-selective conditions since a negative effect on cell growth would promote plasmid loss. 
We aimed at preserving the unit- or low copy number of megaplasmids in the free-living state as 
important attribute of pABC vectors. The copy number of pLoriVSm plasmids in S. meliloti was 
determined by qPCR and data were normalized to pK18mob2-repABCpSymA, which in a calibration 
experiment was shown to exhibit the same copy number as the chromosome (Table S5). The stably 
propagating pLoriV library plasmids roughly matched a unit-copy number, whereas instable plasmids 
showed values below 1 (Figure 3d and Table S6). The latter can be ascribed to the applied method. Since 
qPCR based copy number determination was performed on crude cell extracts, a significant number of 
pLoriV plasmid-negative cells could take account for the low values determined for plasmids 
pLoriV-42f1 and -42f2 (Figure 3d). 
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Considering stability and copy number, the oriVSm module vectors pLoriV-42b, -42d, -42e, -Mlb and 
-Ti exhibited the desired megaplasmid-like characteristics and thus appear to be highly suitable for 
construction of the pABC vector system. 
 
Figure 4. Setup of pABC library modules. (a) The synTer-MCS module plasmids provide three ~550 bp 
synTer regions composed of Rho-independent E. coli terminators rrnBT1 (90 bp) and rrnBT2 (60 bp) 
separated by unique synthetic sequences. Terminator sites (loop structures) are intended to protect the 
oriVSm module and the MCS, which provides unique recognition sites for rare cutters. pLsynTerX-lox 
plasmids are further equipped with a left arm mutated loxL site (arrows in brackets). (b) The oriT module 
comprises a 460 bp mob site (I). For Cre/lox applications the region is extended by sacB-loxR (II) and a 
further rrnBT2 transcription terminator (III). (c) Module AR contains the short Pmin2 fragment conferring 
resistance to kanamycin (Km), tetracycline (Tc), gentamicin (Gm), trimethoprim (Tmp), hygromycin 
(Hyg) or spectinomycin (Spec) in E. coli and S. meliloti. 
 
synTer-MCS module: This module provides a multiple cloning site offering recognition sites for the 
rare-cutting restriction enzymes PmeI, PacI, and NotI. Transcriptional read-through into the repABC 
operon was found to interfere with its strict native expression control. The MCS module was therefore 
additionally equipped with flanking transcription terminators to protect the oriVSm module and the MCS 
position from transcriptional read-through emanating from sequences inserted into the MCS or adjacent 
modules. To this end, termination regions flanking the MCS were designed based on the E. coli rrnBT1 
and rrnBT2 terminators (Figure 4a) and cloned into pK18mob2 to generate the pLsynTer library plasmids 
(Table 1). Effective transcription termination was verified by interrupting expression of an eGfp reporter 
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gene from a strong constitutive promoter by inserting the synTer1 to 3 cassettes downstream of the 
promoter (Figure S3). 
oriVEc and oriT modules: The oriVEc module enables E. coli based cloning of pABCs. However, 
construction of standardized library plasmids carrying a further E. coli replication origin (besides the 
native oriVpMB1) failed. For this reason, oriVEc parts harboring oriVpMB1, oriVp15A and oriVpSC101* were 
PCR-amplified from non-library plasmids by use of extended primers carrying the module specific linker 
sequences. The oriT module provides an RP4-derived mob site which mediates conjugal transfer from 
E. coli to a wide range of Gram-negative bacteria49 including S. meliloti. This module is available on the 
pLoriT library plasmids (Table 1). 
Low variability of oriVEc and oriT module parts is associated with a reduced combinability of pABC 
vectors since homologous regions provoke unintended replicon fusions. For this reason we equipped the 
synTer-MCS and oriT modules with Cre recognition (lox) sites, resulting in the pLsynTer-x-lox and 
pLoriT-x-lox library plasmids, respectively (Figure 4a-b, Table 1). These lox sites allow Cre-mediated 
deletion of these modules from the pABC vectors in the α-rhizobial host strain SmCreΔhsdR as 
demonstrated in Figure S4. 
AR module: This module comprises selection markers conferring resistance to the antibiotics 
gentamicin, hygromycin, kanamycin, tetracycline, trimethoprim, and spectinomycin in E. coli and 
S. meliloti (Figure S5). For the AR module, we chose a standardized design with the 72 bp Pmin2 
promoter driving expression of the resistance genes (Figure 4c). This promoter was selected from PaacC1 
and Ptrp derivatives (Figure S6). AR module parts are available on the pLAR library plasmids (Table 1). 
Characterization of pABC shuttle vectors. We constructed 14 pABCs representing design types 
A to C utilizing all oriVSm module parts described above (Tables 2 and S7). pABCa-c are based on 
constructs lacking the standard linker sequences flanking the module library parts. They basically match 
the structure of pABC1 to 6 which are composed of library parts assembled via module-specific linker 
sequences and include an additional transcription terminator downstream of the MCS (Figure S7a). 
Dependent on the pABC design, transformation of S. meliloti Rm1021 was carried out via electroporation 
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or E. coli S17-1 mediated conjugal transfer. Following electroporation, transformation rates of S. meliloti 
with pABCs were massively higher than with the common replicative vectors pSRKGm and pPHU23145. 
Compared to pSRKGm, pABCa, pABCb and pABCc achieved ~7600-, 93-, and 23-fold higher 
transformation efficiencies, respectively, making co-transformation of S. meliloti with up to three pABCs 
possible (Figure S7b). Successful introduction of pABCs into S. meliloti and autonomous propagation 
was verified by plasmid purification from transconjugants and restriction enzyme digest-derived fragment 
patterns (Figure S8). Replicon fusion or genomic integration of pABCs into the genome were not 
observed. 
Inheritance of pABC vectors was studied by flow cytometry-based single cell analysis applying 
S. meliloti strains carrying pABC-eGFP derivatives (Table S8). In contrast to the preliminary selection 
marker-based assay of maintenance of the pLoriVSm library plasmids (Figure 3b), which tends to 
preselect fast growing cells, the flow cytometry-based assay allows for unbiased determination of the 
ratio of pABC-positive and -negative cells and is highly sensitive (Figure S9). Cultures were incubated in 
non-selective rich medium and diluted twice a day to allow for continuous growth in the range of OD600 of 
0.05 to 1.0. 
Consistent with the properties of the corresponding pLoriVSm plasmids, derivatives of pABCa 
(oriVpMlb), pABCb (oriVp42b), pABCc-mob (oriVp42d), pABC1 (oriVp42b) and pABC4 (oriVp42e) were 
remarkably stably propagated over the time course of 96 h (Figure 5a i). After 24 h even ~99% of 
measured cells were eGFP-positive and therefore supposed to maintain the respective pABC replicon. 
After 96 h of incubation still 97% of cells were positive, indicating a highly reliable propagation of the 
pABC derivatives in S. meliloti Rm1021. In contrast, eGFP expressing derivatives of pABC2 (oriVpMla) 
and the low-copy plasmid pPHU231 showed a pronounced plasmid loss of ~ 20% after 24 h (Figure 
5a ii). After 96 h, the proportion of positive cells even decreased to 13% and 39%, respectively. Notably, 
flow cytometry revealed dramatic variations in propagation stability between biological replicates of 
clones bearing the oriVpTi-based pABC3-eGFP (99%, 49% and 2% positive cells after 48 h) (Figure 5a ii). 
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 Figure 5. Inheritance stability of pABCs in S. meliloti Rm1021. S. meliloti carrying pABC-eGFP (-expR) 
derivatives were grown in non-selective TY medium at 30°C for 96 h. During the time course, cultures 
were diluted every 12 h to an OD600 of ~ 0.05. eGFP signal of 10.000 cells was measured by flow 
cytometry at time point 0 and after 1, 2, and 4 days. Additionally, after initial 24 h subcultures were 
incubated for 48 h until stationary phase was reached, and re-inoculated at day 3 (4 stat.). Positive: 
S. meliloti MWSm37 (genomically integrated eGFP). Error bars indicate standard deviation calculated 
from triplicates. (a) Maintenance of single pABC-eGFP derivatives. i) Stable pABC-eGFP constructs 
which did not deceed 97 % propagation stability. ii) Replicon stability of instable pABC-eGFP 
derivatives and low copy plasmid pPHU231-eGFP. Due to heterogeneous behavior of pABC3-eGFP 
individual replicates are shown (R1-3). (b) Replicon stability of pABCs in a triple pABC system. 
3xpABCa-eGFP: pABCa-eGFP, pABCb, pABCc-mob; 3xpABCb-eGFP: pABCa, pABCb-eGFP, 
pABCc-mob; 3xpABCc-eGFP: pABCa, pABCb, pABCc-mob-eGFP. (c) S. meliloti carrying pABC-eGFP-
expR derivatives. 
 
Mutation of the cognate repABC cassette was excluded by re-sequencing. However, we can't exclude 
mutations in other pABC modules or the S. meliloti background genome. Previously, regulatory 
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mechanisms affecting replication and thereby the copy number of pTi in A. tumefaciens have been 
reported50. The heterogeneity in propagation stability observed in our study and variations in copy number 
of pTi characterize oriVpTi as unsuitable part for construction of stably propagating single copy pABC 
vectors in S. meliloti. The pABC maintenance assay identified oriVpMlb, oriVp42b, oriVp42d, and oriVp42e as 
highly suitable parts for generation of S. meliloti pABC vectors. 
In order to rule out mutual influences of the repABC cassettes in multi-pABC setups we further 
studied replicon stability in S. meliloti strains simultaneously carrying two or three pABCs. pABCa to c 
retained highly stable propagation (>96%) throughout the time course and achieved stability values which 
were only marginally lower compared to the strains carrying only one of these pABCs (Figure 5b). 
pABC3 and 4 were combined to study the influence of an instably propagating pABC on maintenance of 
a stably inherited pABC. In combination, pABC3 and pABC4 showed the same properties as 
individually, namely biological replicates show great variation in maintenance of pABC3 while pABC4 
was stably inherited (Figures S10). In accordance with the previous growth studies of strains harboring 
stably propagating pLoriVSm plasmids (Figure 3c and S2), the corresponding pABCs did not affect 
S. meliloti cell growth even when present in combination (Figure S11). 
We further tested maintenance of stably propagating pABCs under more challenging conditions by 
loading of pABC vectors with the expR gene, whose presence restrains growth of S. meliloti51. In the 
reference strain Rm1021, expR is disrupted by an insertion element52. Complementation of this mutation 
results in a strong increase in galactoglucan production since the LuxR-type regulator ExpR is a key 
activator of biosynthesis of this exopolysaccharide 52–56. expR under the control of PlacZ was integrated 
into pABCs based on repABC cassettes derived from pMlb (pABCa-eGPF-expR), p42b (pABCb-eGPF-
expR), p42d (pABCc-eGPF-expR), p42e (pABC4-eGPF-expR) and pMla (pABC2-eGPF-expR). 
Constitutive expression of expR significantly decreased cell growth and resulted in a mucoid colony 
phenotype, indicating a proper function of the expR cassette in the pABCs (Figure S12a). We compared 
maintenance of expR-positive and expR-negative pABCs reliably and unreliably propagating in 
S. meliloti. After 96 h, the expR-positive derivative of the unreliably propagating pABC2 (pABC2-eGFP-
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expR) was virtually lost (Figure 5c), whereas the derivative lacking expR (pABC2-eGFP) was still present 
in 17% of the cells (Figure 5a ii). Maintenance of pABCs characterized as very reliably inherited to the 
daughter cells was less affected by the presence of expR. After 96 h, 63%, 83%, and 92 to 94% of cells 
contained pABC4, pABCa, and pABCb,c, respectively. Nevertheless, derivatives of pABCa to c and 
pABC4 were reliably maintained with 98 to 99% positive cells after 24 h, despite of carrying a functional 
copy of expR throughout the entire time course (Figure S12b). Hence, vectors bearing oriV cassettes 
derived from p42b, p42d, p42e and pMlb exhibit remarkable inheritance even when imposing a fitness 
burden on the cell. 
To validate the unit copy number of stably propagating pABCs and to rule out potential morphological 
aberrations of pABC-bearing cells, cells carrying fluorescently labeled pABC derivatives were 
microscopically analyzed. To this end, Yersinia pestis and fluorescent repressor operator system (FROS) 
derived parS/mChr-ParB57 and tetO/TetR-YFP58 pairs were applied as taurine-inducible dual color label 
system. Localization patterns of parS/mChr-ParB and tetO/TetR-YFP clusters implied single copy 
replication of pABCa to c and pABC1, 2 and 4, since the number of fluorescent foci never exceeded two 
per cell (Figure S13a). This observation is in accordance with the copy number of pLoriVSm constructs 
determined by qPCR (Figure 3d). Cell populations of the S. meliloti strains with the unreliably inherited 
pABC5 (oriVp24f1) and pABC6 (oriVp42f2) vectors contained a substantial proportion of cells lacking 
fluorescent foci, indicating loss of the respective vector (Figure S13b). Aberrant cell morphologies, such 
as branching and elongation, were not observed. Previously, we observed that the repA2B2C2 region 
derived from pSymA is sufficient to confer the spatiotemporal pattern of this megaplasmid to a small 
plasmid27. Although, spatiotemporal dynamics and integration of pABC into the cell cycle must be 
examined in more detail in future studies, microscopic analyses suggest a megaplasmid-like coordination 
with subpolar localization in small cells at the beginning of the cell cycle and in elongated pre-divisional 
cells (Figure 6a). 
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 Figure 6. Examination of pABCs in S. meliloti. (a) Fluorescence microscopy of S. meliloti JDSm106 
carrying pABCa-tetO, pABCb and pABCc-parSYp. Expression of reporters tetR-YFP (yellow) and 
mChr-parBYp (red) was induced with 15 mM taurine for 4 h. Snapshots show cells at different stages of 
the cell cycle. Scale bar: 1 µm. (b) eGFP fluorescence of S. meliloti Rm1021 carrying pABC1-eGFPf/r 
(synTer1), pABC1-ST2-eGFPf/r (synTer2) and pABC1-ST3-eGFPf/r (synTer3) was taken as measure for 
the transcription activity in the MCS of library-derived pABCs. Promoter-less eGFPf/r cassettes were 
either forwardly (eGFPf) or reversely (eGFPr) (corresponding to up/down orientation) integrated into the 
MCS. Negative: S. meliloti/pABC1; Positive: S. meliloti/pABC1-eGFP. Error bars indicate standard 
deviation calculated from three replicates. FU: fluorescence units. 
 
The main criteria for the pABC vectors are considered to be high propagation stability, no effect on 
cell growth and a single copy number on the one hand, and a well-defined insulated cloning site on the 
other hand. Insulation was tested by measuring fluorescence derived from promoter-less reporter gene 
insertions into the cloning site (Figure 6b and S14). Thus, pABCa, pABCb, pABCc, pABC1 and pABC4 
are supposed to be the most reliable candidates for applications in S. meliloti. 
repABC mediated in-vivo cloning in S. meliloti (ABC cloning). Several methods have been 
developed which enable direct cloning of large gene clusters, including transformation-associated 
recombination (TAR) in Saccharomyces cerevisae59–62, RecET-mediated linear-plus-linear homologous 
recombination (LLHR) in E. coli63, and φBT1 integrase-mediated site-specific recombination in 
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Streptomyces species64. The Cre/loxP plus BAC strategy65 and oriT-directed cloning66 are well established 
in-vivo approaches which facilitate cloning of large DNA fragments derived from α-rhizobia. The former 
strategy is based on Cre/loxP-mediated circularization of the DNA fragment of interest bearing a BAC 
oriV, which is purified from the crude cell culture and introduced to E. coli by electroporation65. The 
latter strategy involves Flp-mediated excision of FRT site bordered DNA fragments including an oriT site 
and an E. coli plasmid oriV, instantly followed by mobilization of the excised DNA to E. coli66. These 
direct cloning methods have proven to be very useful. However, they do not allow reliable maintenance of 
excised DNA in propagating donor cells, but require either DNA purification from treated cells and 
subsequent transformation of the crude mix into a suitable host or excision and transfer in a single step 
and therefore entail reduced efficiency and increased screening efforts. Properties of α-rhizobial 
megaplasmids such as single copy number, faithful inheritance to daughter cells and large size make 
repABC-type oriVs ideal tools for in-vivo cloning strategies. We devised an in-vivo cloning strategy 
involving Cre/lox mediated excision of the target region, followed by stable extrachromosomal 
establishment of the excised region on an autonomously replicating repABC-type replicon, and 
demonstrated its feasibility by translocation of the ~24 kb exo gene cluster from pSymB to a repABC-type 
replicon (Figure 7). 
This strategy requires genomic integration of a repABC-type oriV region adjacent to the region of 
interest. To enable stable integration, we constructed a LacI-silenced and IPTG-inducible repABCpMlb 
operon by insertion of a lac operator sequence into the repABC promoter region (Figure 7a). Constitutive 
lacI expression strongly affected the capacity of pMlb_lacO bearing repABCpMlb-lacO to transform 
S. meliloti, most probably due to repression of the repABC operon (Figure S15a). Whereas establishment 
of pMlb_lacO in S. meliloti carrying the medium copy plasmid pSRKGm as LacI donor was completely 
abolished, S. meliloti harboring the single copy plasmid pABCb-lacI exhibited still sufficiently reduced 
transformation rates.  
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 Figure 7. repABC mediated in-vivo cloning in S. meliloti (ABC cloning). (a) The promoter region of 
repABCpMLb was predicted according to the consensus motifs of S. meliloti σ
70 promoters (-35 and -10 
elements are underlined). A single lacO box (red letters) was integrated at the predicted transcription start 
site (+1). (b) ABC cloning of the exo gene cluster in S. meliloti SmCre. i) A gentamicin resistance cassette 
carrying a right arm-mutated loxR site (Pmin2-loxR-aacC1) was integrated downstream of the gene 
cluster via cloning-free genome editing45 (CFGE). Subsequently, pISO bearing repABCpMlb-lacO 
(repABC*) was integrated via a ~550 bp homologous region (HR) upstream of the gene cluster, resulting 
in S. meliloti SmCre_exo-IN. Taurine induction of Cre expression and simultaneous IPTG activation of 
oriVpMLb_lacO gave rise to SmCre_exo-OUT which carries the relocated ~35.5 kb region (pIso-exo) 
comprising the entire exo gene cluster. Both the deletion site on pSymB and the fusion site on pIso-exo 
were PCR-amplified with primers 94+Rev and 680+128 (black arrows), respectively, and sequencing of 
PCR products confirmed proper Cre-mediated recombination. Three arrows indicate lox sites with native 
(green) or mutated arms (red). ii) pISO-exo was transferred to E. coli via triparental mating, resulting in 
E. coli/pIso-exo. Purifed plasmid DNA was digested with NheI, resulting in fragments of 2.03 kb, 13.8 kb 
and 19.7 kb fragments (D). Sequencing of the fusion site comprising loxP and aadA1 with primers 680 
and 128 (red arrows) further confirmed successful cloning. U: Undigested plasmid DNA. iii) Calcofluor 
fluorescence assay. pISO-exo was transferred to the exopolysaccharide-deficient A. tumefaciens 
C58 exoB mutant (exoB-) via triparental mating, giving rise to A. tumefaciens exoB/pIso-exo 
complemented for exopolysaccharid production (pIso-exo), and thus showing UV-induced fluorescence 
on Calcofluor-containing medium. Wild type: A. tumefaciens C58. 
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Thus, lacI expression from a single copy locus achieved sufficient inactivation of repABCpMlb-lacO. In 
agreement with these findings, re-growth of the S. meliloti transconjugants on IPTG-supplemented 
medium restored high transformation rates, indicating an IPTG-dependent activation of the engineered 
oriV. 
Figure 7b (i) depicts the genomic situation of S. meliloti SmCre_exo-IN bearing pIso and Pmin2-loxR-
aacC1 integrated up- and downstream of the exo gene cluster, respectively. Whereas the downstream 
fragment constitutes a functional gentamicin resistance cassette which is separated from the exo gene 
cluster by the Cre recognition site loxR, pIso provides a loxL site which is preceded by a terminator 
sequence preventing transcription of the promoter-less spectinomycin resistance gene aadA1. pIso further 
offers a constitutively expressed lacI gene encoding the transcriptional repressor which mutes the 
adjacent repABCpMlb_lacO operon in absence of IPTG. This repression of oriV activity enables integration 
of pIso into the genome. Accordingly, the efficiency of S. meliloti transformation with pIso was ~3000-
fold decreased when mating mixtures were incubated on TY agar lacking IPTG and ~20% of 
transconjugants carried the construct integrated into the genome (Figure S15b). Induction of Cre 
expression and simultaneous activation of oriVpMlb_lacO by IPTG resulted in excision and maintenance of 
the floxed DNA fragment, respectively, giving rise to strain S. meliloti SmCre_exo-OUT carrying 
pIso-exo as autonomous mini-replicon. Successful Cre-mediated recombination, resulting in an active 
loxP site on pIso-exo and loxLR remaining on pSymB, was verified via sequencing (Figure S15c). Since 
the recombination event caused an antibiotic resistance switch, the screening effort for identifying 
positive clones was minimized. ABC cloning provided high efficiency rates of ~75 % after Cre/lox-
mediated isolation, which can be attributed to highly efficient Cre recombination in SmCre derivatives45 
in general, and suitable function of the engineered repABC-type oriV in particular. Since multiple lox sites 
recombine in an unpredictable manner, a single copy number of activated repABCpMlb-lacO plasmids is an 
important prerequisite for manageable Cre reactions. Promoter modification appeared to affect 
propagation stability of pMlb_lacO and pIso-exo, while retaining copy number control, as suggested by 
qPCR-based copy number determination (Figure S15d). 
Anhang
107
Transfer of pIso-exo to E. coli was achieved via triparental mating. oriVpMB1  on the pIso backbone 
enabled replication in E. coli and due to the high copy number efficient purification of the large DNA 
molecule from this host (Figure 7b ii). Moreover, conjugation-mediated transfer to A. tumefaciens 
C58 exoB resulted in complementation of the exopolysaccharide-deficient phenotype (Figure 7b iii), 
demonstrating propagation of the engineered repABC cassette also in this host (Figure S15e). Thus, 
repABC-based cloning approaches appear applicable in a much wider range of α-rhizobia. 
Conclusions. The currently available ectopic expression systems applicable in S. meliloti and related 
bacteria are based on a small number of low- and multi-copy vectors. Due to incompatibilities, options for 
combining different vectors in one cell are very limited. Moreover, different copy number ranges and 
cell-to-cell variation complicate balanced gene expression even from a set of compatible plasmids. While 
chromosomal integration of expression constructs solves copy number problems, stable integration of 
multiple constructs is still cumbersome and integration sites may influence gene expression. In this study, 
we established the pABC vector family which circumvents these issues and highly facilitates the setup of 
combinatorial expression systems. 
pABC vectors provide a well-defined integration site in single copy and we demonstrated stable co-
existence of up to three compatible pABCs. Occurrence of α-rhizobial species harboring up to six 
RepABC-family plasmids24 suggests that even more than three pABC plasmids may be combined in a 
suitable host. The number of available resistance cassettes and restraints in the applicability of multiple 
antibiotics selection pressure potentially hampers combinatorial use of pABC vectors. However, 
oriVrepABC-based multi-replicon systems benefit from robust inheritance under non-selective conditions. A 
future route to further stabilization of pABC plasmids, independent of antibiotic resistance cassettes, 
could be the integration of toxin-antitoxin (TA)-based maintenance systems, which frequently occur in 
S. meliloti
67. Integration of additional modules is facilitated by the modular pABC design, which also 
facilitates construction of pABCs with multifarious part combinations. pABC plasmids were designed as 
shuttle vectors capable of replication in E. coli and S. meliloti. This is an advantageous feature when it 
comes to E. coli-based cloning procedures and plasmid DNA purification. Nevertheless, some 
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applications in S. meliloti may favor pABC plasmids lacking oriVEc and oriT. We demonstrated that 
these modules can be efficiently removed on demand by induction of Cre/lox-mediated site specific 
recombination in S. meliloti. 
Furthermore, we took a stab at the broad potential of pABC applications by devising the in vivo ABC 
cloning procedure, which provides high flexibility due to isolation and immediate maintenance of the 
fragment of interest on a repABC-based vector. This opens up multifarious follow-up processes including 
intracellular relocation of the isolated fragment by Cre/lox mediated recombination or conjugal transfer to 
a compatible host organism. In a future perspective, the available set of non-promiscuous lox spacer 
mutants45 paves the way to serial engineering steps, such as in vivo assembly of indigenous or 
heterologous DNA fragments on pABC plasmids. Thus, the family of pABC vectors has the potential to 
significantly advance metabolic and genome engineering in S. meliloti and related species and to provide 
a platform for in vivo DNA assembly. 
 METHODS 
Bacterial strains and growth conditions. Bacterial strains used in this study are derivatives of 
Escherichia coli K12, Sinorhizobium meliloti Rm1021, Agrobacterium tumefaciens C58, Rhizobium etli 
CFN42, Sinorhizobium fredii NGR234, Mesorhizobium loti MAFF303099, and Sinorhizobium medicae 
WSM419. E. coli strains were cultivated at 37°C, whereas A. tumefaciens, M. loti, R. etli, S. fredii and 
S. medicae were grown at 30°C in Luria-Bertani (LB) medium68. S. meliloti strains were cultivated at 
30°C in tryptone yeast extract (TY) medium69. If necessary, the following antibiotics were used: 
Gentamicin (8 µg/ml for E. coli, 30 µg/ml for S. meliloti, and 50µg/ml for A. tumefaciens), kanamycin (50 
µg/ml for E. coli and 200 µg/ml for S. meliloti), streptomycin (600 µg/ml for S. meliloti), spectinomycin 
(100 µg/ml for E. coli, 200 µg/ml for S. meliloti, and 500 µg/ml for A. tumefaciens), hygromycin (100 
µg/ml for both E. coli and S. meliloti), trimethoprim (1000 µg/ml for E. coli, 700 µg/ml for S. meliloti), 
chloramphenicol (20 µg/ml for E. coli) or tetracycline (10 µg/ml for E. coli and 3 µg/ml for S. meliloti). 
Cre/lox applications were performed as described before46, excluding tetracycline supplementation during 
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induction of cre expression. Calcofluor fluorescence assays of A. tumefaciens C58 exoB carrying pIso-
exo were performed on LB agar supplemented with gentamycin and spectinomycin, 200 μg/ml calcofluor 
and 500 µM IPTG. Cultures of an optical density at 600 nm (OD600) of 0.2 were spotted on agar medium 
and grown overnight at 30°C. 
DNA manipulation and Plasmid extraction. Standard techniques were employed for common 
cloning procedures68. Primers and PCR products were 5’-phosphorylated applying T4 Polynucleotide 
Kinase (Thermo Scientific, Germany). Dephosphorylation of 5’-ends of DNA was achieved by use of 
FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Fermentas). Blunting of DNA ends was performed by use 
of DNA Polymerase I (Large Klenow fragment) (New England Biolabs (U.K.)). Plasmid DNA from E. 
coli and S. meliloti strains was purified using the “E.Z.N.A. Plasmid Mini Kit” (Omega Bio-Tek). For gel 
extractions of DNA the “illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare Life 
Sciences) was employed. 
Plasmid and strain construction. Strains and constructs generated in this study are listed in 
Tables 1 and S9. Assembled pABCs are listed in Table 2. A detailed description of plasmids is given in 
Tables S7 and S10. Oligonucleotides and synthetic DNA fragments were provided by Sigma-Aldrich 
(USA) and Integrated DNA Technologies (USA), respectively (Table S2). DNA fragments were PCR 
amplified using Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs) or Taq DNA Polymerase 
(New England Biolabs). DNA sequence verification was performed by Eurofins Genomics (Germany). 
For transformation of S. meliloti, the respective strains were either conjugated or electroporated as 
described before45. Preparation of electrocompetent cells was done as described by Ferri et al. (2010). 
Construction of pABC mini-replicons: Amplification of module parts from library plasmids was 
performed with Q5 polymerase applying module specific primer sets 494/495 (pLoriVSm derivatives), 
496/497 (pLsynTer derivatives), 500/501 (pLoriT derivatives) and 502/503 (pLAR derivatives). oriVEc 
module parts were amplified from pK18mob2 (pMB1), pACYC184 (p15A) and pX-G10 (pSC101*) with 
primer sets 546/547, 544/545 and 670/671, respectively. Subsequently, matching DNA fragments (blunt-
end and 5’ phosphorylated) were fused via ligase cycling reaction (LCR) according to de Kok et al. 
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(2014). For LCR 0.3 U Taq ligase (New England Biolabs), 3 nM DNA parts, 30 nM bridging oligos and 
8% DMSO were applied. The following conditions were used: 2 min at 94°C and then 50 cycles of 10 s at 
94°C, 30 s at 60°C, and 60 s at 65°C, followed by incubation at 4°C. Reaction mixtures were purified 
using the E.Z.N.A. Cycle-Pure Kit (Omega Bio-Tek). 
For live-cell localization studies of pABC vectors, a dual label system based on the fluorescent 
reporter gene fusions tetR-eYFP (derived from the fluorescent repressor operator system, FROS58) and 
mChr-parBYp (parB derived from Yersinia pestis) was developed. Homologous regions comprising the 
upstream region of tauA (Smb1050453-1050952) and PtauAB-tauA (Smb1050781-1051458) were 
integrated into pK18mobsacB, thereby flanking tetR-YFP-mChr-parBYp. S. meliloti Rm1021 was 
transformed with the resulting plasmid pJD120. Loss of the plasmid backbone was forced by sucrose 
selection resulting in strain JDSm106 carrying the tetR-YFP-mChr-parBYp reporter construct stably 
integrated into the chromosome downstream of the tauA promoter. Localization studies of pABCs 
carrying either a pLau44-derived tetO array58 (position 5117-9290) or a pMT1-derived, 86 bp parSYp 
sequence70 were performed in this dual label S. meliloti reporter strain JDSm106.  
Control strains for cell growth and plasmid inheritance experiments were generated as follows. A 
homologous region comprising exsA (Smb1166189-1166773) was cloned into pK18mob2, resulting in 
pMW1. Integration of a Pmin2-eGFP cassette upstream of the exsA region in pMW1 gave rise to 
pMW28. pMW1 was integrated into pSymB in S. meliloti Rm1021 by homologous recombination, 
resulting in the kanamycin resistant strain MWSm8. Integration of pMW28 into the genome of S. meliloti 
ΔhsdR by homologous recombination gave rise to strain MWSm37 exhibiting constitutive eGFP 
expression. 
An S. meliloti strain suitable for ABC cloning of the exo gene cluster was constructed in a two-step 
cloning strategy applying cloning-free genome editing (CFGE)45. Pmin2-loxR-aacC1 (PCR amplified 
from pJD211 with primers Uni/Rev) was blunt-end ligated with a ~550 bp fragment covering the exoP-
thiD intergenic region (Smb1190665-1191220; PCR amplified with primers 86/87). Purified ligation 
products were then introduced to SmCreΔhsdR by electroporation. Finally, a transformant exhibiting 
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Pmin2-loxR-aacC1 correctly integrated into the genome downstream of the exo gene cluster was 
transformed with pIso, giving rise to strain SmCre_exo-IN. 
Transfer of plasmid DNA from S. meliloti to E. coli and A. tumefaciens. In order to transfer 
pISO-exo from S. meliloti into different species, triparental matings between S. meliloti SmCre_exo-OUT 
and E. coli XL1blue-pRK2013, with A. tumefaciens C58 exoB or E. coli AB3219 were performed. 
The cell density of fresh overnight cultures was adjusted to an OD600 of 2.0 and equal volumes of 
donor, recipient and helper strain were mixed. 50 µl of cell suspension were dropped on LB agar 
supplemented with 500 µM IPTG and incubated overnight. Cells were recovered in 1 ml sterile 0.9% 
NaCl solution. For the determination of conjugation efficiency, OD600 of the cell suspensions was adjusted 
to 2.0 and appropriate dilutions were plated on selective LB agar containing 500 µM IPTG. The 
efficiency of conjugation was determined as the number of colony forming units (cfu) per ml suspension. 
Plasmid Stability Assays. In order to assess inheritance stability of pLoriVSm derivatives, 
S. meliloti cultures were grown over 72 h at 30°C in TY medium supplemented with streptomycin. Cell 
suspensions were diluted every 12 h to an OD600 of ~0.05. Finally, dilution series were plated on non-
selective TY agar and emerging colonies were streaked on both selective (Km) and non-selective TY 
agar. Antibiotic resistance was correlated with the presence of the assessed plasmid.  
For determination of propagation stability of pABC-eGFP derivatives, S. meliloti cultures were incubated 
over 96 h at 30°C in TY medium. Probes were taken 0, 24, 48 and 96 h post-inoculation and immediately 
diluted to an OD600 of 0.1 in 0.9% NaCl. eGFP fluorescence was detected using a BD Fortessa flow 
cytometer. For FACS analysis 10.000 gated events were acquired giving rise to the ratio between eGFP- 
negative and positive cells. Sufficient sensitivity was verified (Figure S9). 
qPCR based copy number determination. S. meliloti cultures were grown in selective TY 
medium until exponential growth phase was reached and adjusted to ~1.39x105 cells/µl (≙ 1 ng DNA/µl). 
Cell suspensions that had been incubated at 95°C for 15 minutes served as template. The DNA 
concentration of cell lysates containing pLoriVSm derivatives was verified via Qubit™ fluorometric 
quantitation (Thermo Fisher Scientific). qRT-PCR was carried out in a qTOWER Thermal Cycler 
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(Analytik Jena, Germany) using the Taykon™No Rox SYBR®MasterMix dTTP Blue Kit. Reactions 
were performed according to the manufacturer’s instructions in a 5 µl reaction volume. Replicon copy 
number was calculated according to Lee et al. (2006)71.  
Microscopy. Phase contrast and fluorescence pictures of S. meliloti were taken using an Eclipse Ti-E 
inverse research microscope (Nikon) and the live imaging modus of the NIS elements software (Nikon). 
For fluorescence microscopy with a 100x CFI Apo TIRF Oil objective (numerical aperture of 1.49) a 
green DPSS solid state laser (561 nm, 50 mW; Sapphire) and a multiline Argonlaser (65 mW; Melles 
Griot) were applied with AHF HC filter sets F36-504 TxRed (excitation bp 562/40 nm, beam splitter 593 
nm, emission bp 624/40 nm) and F36-513 YFP (excitation bp 500/24 nm, beam splitter 520 nm, emission 
bp 542/27 nm). Background fluorescence was reduced by applying the highly inclined laminated optical 
sheet (HILO) technique72. Cell cultures were grown in TY medium supplemented with suitable antibiotics 
to an OD600 of 0.1 and expression of the fluorescent labeling system was induced with 15 mM taurine for 
4h. Living cells were placed onto 1% TY agarose pads. 
Bioinformatics tools. In order to generate neutral orthogonal DNA sequences for module linker 
fragments, the web-based tool R2oDNA Designer73 was applied. To estimate the recombination potential 
of distinct pABCs we investigated the local sequence homology of all module parts (including linker 
sequences). We applied a window based local alignment approach to focus on the local sequence 
homology. For a pair of parts we therefore extracted all 200 bp sequence fragments of one part and 
performed a local alignment on the full sequence of the second part. The best alignment similarity of all 
200 bp fragments with the second vector was taken as the similarity value of both vectors. 
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Clm: chloramphenicol 
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SD: Shine-Dalgarno sequence 
Sp: spectinomycin 
Str: streptomycin 
TA: toxin-antitoxin  
Tc: tetracycline 
Tmp: trimethoprim  
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Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this study. 
Strains/ Plasmids Description References 
S. meliloti   
Rm1021 wild type strain Galibert et al.,2001 
ΔhsdR Rm1021 cre expression strain with hsdR deletion Döhlemann et al., 
2016 
SmCreΔhsdR  Rm1021 cre expression strain with hsdR deletion, tauX:: cre-
tetRA (Tcr) 
Döhlemann et al., 
2016 
JDSm106 Rm1021 bearing tetR-YFP-mChr-parBYp (pJD120) under control 
of PtauAB  
This study 
MWSm8 Rm1021 bearing pMW1 genomically integrated (Kmr) This study 
MWSm37 ΔhsdR bearing pMW28 for constitutive eGFP expression (Kmr) This study 
SmCre_exo-IN SmCreΔhsdR bearing pIso and Pmin2-loxR-aacC1 integrated up- 
and downstream of the exo gene cluster, respectively (Kmr, Gmr) 
This study 
SmCre_exo-OUT SmCreΔhsdR carrying pIso-exo isolated from pSymB (IPTG 
dependent) (Kmr, Specr) 
This study 
A. tumefaciens   
C58 wild type strain Goodner et al., 
2001; Wood et al., 
2001 
C58 exoB exhibiting a CFGE-mediated inactivation of exoB (Gmr) Döhlemann et al. 
2016 
exoB/pIso-exo C58 exoB carrying pIso-exo (IPTG dependent) (Gmr, Kmr, Specr) This study 
R. etli   
CFN42 wild type strain Quinto et al.,1982 
S. medicae   
WSM419 wild type strain Reeve et al., 2010 
S. fredii   
NGR234 wild type strain Perret et al., 1994 
M. loti   
MAFF303099 wild type strain Kaneko et al., 2000 
E. coli    
DH5α used for cloning procedures and plasmid extraction Hanahan, 1983 
S17-1 used for conjugation with S. meliloti Simon et al., 1983 
XL1-Blue used as recipient of pRK2013 (Tcr) Stratagene 
XL1Blue-
pRK2013 
used for triparental matings (Tcr, Kmr) This study 
AB3219 used as Clm resistant recipient of pISO-exo (Clmr) Zähringer et al., 
2013 
Plasmids   
pK/G18mob2 suicide vector carrying replication origin pMB1  Schäfer et al., 
199443 
pK18mobsacB suicide vector carrying sacB for sucrose selection  Schäfer et al., 1994 
pSRK-Gm/Km broad-host-range expression vector  Khan et al., 200882 
pXG-10 carrying replication origin pSC101* (derivative of pSC101 
exhibiting reduced copy number in E. coli)  
Urban & Vogel, 
200783 
pACYC184 carrying replication origin p15A  Chang & Cohen, 
197884 
pPHU231 broad-host-range expression vector  Hübner et al., 1991 
pRK2013 helper plasmid for mobilization of non-self-transmissible 
plasmids  
Figurski & 
Helinski, 197986 
pLau44 pUC18 derivate carrying tet operator (tetO) cassettes  Lau et al., 200358 
pART artificial mini-replicon based on a pSymA derived repA2B2C2 
cassette  
Frage et al., 2016 
pK18mob2-
repABCpSymA 
pK18mob2 carrying a pSymA derived repA2B2C2 cassette This work 
p42b_p pK18mob2 carrying repABCp42b based oriV (R. etli) This work 
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p42d_p pK18mob2 carrying repABCp42d based oriV (R. etli) This work 
p42e_s pK18mob2 carrying a truncated repABC region derived from 
p42e (R. etli) 
This work 
p42f1_p pK18mob2 carrying repABCp42f1 based oriV (R. etli) This work 
p42f2_p pK18mob2 carrying repABCp42f2 based oriV (R. etli) This work 
pMla_s pK18mob2 carrying a truncated repABC region derived from 
pMla (M. loti) 
This work 
pMlb_p pK18mob2 carrying repABCpMlb based oriV (M. loti) This work 
pSMED01_p pK18mob2 carrying repABCpSMED01 based oriV (S. medicae) This work 
pSMED02_p pK18mob2 carrying repABCpSMED02 based oriV (S. medicae) This work 
pNGR234b_p pK18mob2 carrying repABCpNGR234b based oriV (S. fredii) This work 
pTi_p pK18mob2 carrying repABCpTi based oriV (A. tumefaciens). This work 
pMW1 integrative pK18mob2 derivative conferring Kmr  This work 
pMW28 integrative pK18mob2 derivative carrying Pmin2-eGFP This work 
pJD120 pK18mobsacB derivative, integration of tetR-YFP-mChr-parBYp 
under control of PtauAB 
This work 
pJD211 pK18mob2 derivative carrying Pmin2-loxR-aacC1 This work 
pPHU231-eGFP pPHU231 derivative, carrying a constitutive eGFP cassette This work 
pABCa-eGFP pABCa carrying a constitutive eGFP cassette This work 
pABCa-eGFP-
expR 
pABCa carrying constitutively expressed eGFP-expR This work 
pABCa-tetO pABCa carrying a tetO array  This work 
pABCb-eGFP pABCb carrying a constitutive eGFP cassette This work 
pABCb-eGFP-
expR 
pABCb carrying constitutively expressed eGFP-expR  This work 
pABCc-eGFP-
expR 
pABCc carrying constitutively expressed eGFP-expR  This work 
pABCc-parSYp pABCc carrying parSYp This work 
pABCc-mob-
eGFP 
pABCc-mob carrying a constitutive eGFP cassette This work 
pABC1-eGFP pABC1 carrying a constitutive eGFP cassette This work 
pABC1-eGFP-
expR 
pABC1 carrying constitutively expressed eGFP-expR  This work 
pABC1-eGFPf pABC1 carrying a forwardly integrated SD-eGFP fragment  This work 
pABC1-eGFPr pABC1 carrying a reversely integrated SD-eGFP fragment  This work 
pABC1-T2-
eGFPf 
pABC1-T2 carrying a forwardly integrated SD-eGFP fragment  This work 
pABC1-T2-
eGFPr 
pABC1-T2 carrying a reversely integrated SD-eGFP fragment  This work 
pABC1-T3-
eGFPf 
pABC1-T3 carrying a forwardly integrated SD-eGFP fragment  This work 
pABC1-T3-
eGFPr 
pABC1-T3 carrying a reversely integrated SD-eGFP fragment  This work 
pABC2-eGFP pABC2 carrying a constitutive eGFP cassette This work 
pABC2-eGFP-
expR 
pABC2 carrying constitutively expressed eGFP-expR  This work 
pABC3-eGFP pABC3 carrying a constitutive eGFP cassette This work 
pABC4-eGFP pABC4 carrying a constitutive eGFP cassette This work 
pABC4-eGFP-
expR 
pABC4 carrying constitutively expressed eGFP-expR  This work 
pABCb-lacI pABCb carrying Pmin2-lacI for constitutive LacI expression This work 
pMlb_lacO pK18mob2 carrying repABCpMlb bearing a lacO cassette at the This work 
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predicted transcription start site 
pIso ABC cloning vector integrating upstream of the exo gene cluster 
on pSymB 
This work 
pIso-exo isolated ABC cloning vector carrying the exo gene cluster 
(replicative upon IPTG supplementation) 
This work 
pABC library plasmids carrying module parts  
pLoriVSm pK18mob2 derivative, unloaded library vector for oriVSm parts This work 
pLsynTer-MCS pK18mob2 derivative, unloaded library vector for synTer-MCS 
parts 
This work 
pLoriT pK18mob2 derivative, unloaded library vector for oriT parts This work 
pLAR pK18mob2 derivative, unloaded library vector for AR parts This work 
pLoriV-42b pLoriVSm derivative providing the oriVp42b region (R. etli) This work 
pLoriV-42d pLoriVSm derivative providing the oriVp42d region (R. etli) This work 
pLoriV-42e pLoriVSm derivative providing the oriVp42e region (R. etli)  This work 
pLoriV-42f1 pLoriVSm derivative providing the repA1B1C1 based oriVp42f 
region (R. etli)  
This work 
pLoriV-42f2 pLoriVSm derivative providing the repA2B2C2 based oriVp42f 
region (R. etli) 
This work 
pLoriV-Mla pLoriVSm derivative providing the oriVpMla region (M. loti)  This work 
pLoriV-Mlb pLoriVSm derivative providing the oriVpMlb region (M. loti)  This work 
pLoriV-Ti pLoriVSm derivative providing the oriVpTi region (A. 
tumefaciens)  
This work 
pLsynTer-1 pLsynTer-MCS derivative providing synTer1-MCS This work 
pLsynTer-2 pLsynTer-MCS derivative providing synTer2-MCS This work 
pLsynTer-3 pLsynTer-MCS derivative providing synTer3-MCS This work 
pLsynTer-1-lox pLsynTer-MCS derivative providing synTer1-MCS-loxL This work 
pLsynTer-2-lox pLsynTer-MCS derivative providing synTer2-MCS-loxL This work 
pLsynTer-3-lox pLsynTer-MCS derivative providing synTer3-MCS-loxL  This work 
pLoriT-1 pLoriT derivative providing a mob site  This work 
pLoriT-1-lox pLoriT derivative providing mob-loxR  This work 
pLoriT-1-loxT pLoriT derivative providing mob-loxR-rrnBT2  This work 
pLAR-Km pLAR derivative providing a kanamycin resistance cassette  This work 
pLAR-Spec pLAR derivative providing a spectinomycin resistance cassette  This work 
pLAR-Tc pLAR derivative providing a tetracyclin resistance cassette  This work 
pLAR-Hyg pLAR derivative providing a hygromycin resistance cassette  This work 
pLAR-Tmp pLAR derivative providing a trimethoprim resistance cassette  This work 
pLAR-Gm pLAR derivative providing a gentamicin resistance cassette This work 
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Table 2. pABCs generated in this study. 
 
pABCa-c are based on building blocks lacking the module-specific linker sequences and a transcription 
terminator downstream of the MCS. 
Modules
Plasmid
oriVSm
(oriV origin)
synTer-MCS
(relevant fragment)
oriVEc
(oriV origin)
oriT
(relevant fragment)
AR
(resistance)
Size
(kb)
Design
type
pABCa pMlb synTer1 p15A - Gm 6.7 A
pABCb p42b synTer2 pMB1 - Sp 6.5 A
pABCc p42d synTer3 pSC101* - Km 11.5 A
pABCc-mob p42d synTer3 pSC101* mob Km 12.0 B
pABC1 p42b synTer1 pMB1 - Sp 6.7 A
pABC1-loxA p42b synTer1-loxL pMB1 mob-loxR Sp 9.5 C1
pABC1-loxB p42b synTer1-loxL pMB1 mob-loxR-rrnBT2 Sp 9.6 C2
pABC1-sT2 p42b synTer2 pMB1 - Sp 6.7 A
pABC1-sT3 p42b synTer3 pMB1 - Sp 6.7 A
pABC2 pMla synTer2 p15A - Gm 7.2 A
pABC3 pTi synTer3 pSC101* - Hyg 8.6 A
pABC4 p42e synTer1 pMB1 - Sp 7.0 A
pABC5 p42f1 synTer2 pMB1 - Sp 7.2 A
pABC6 p42f2 synTer2 pMB1 - Sp 7.3 AM
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